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1. Rövidítések jegyzéke 

Rövidítés Angol kifejezés Magyar kifejezés 

A1CF Apobec1 Complementation Factor Apobec1 komplementációs faktor 

ABL2 Abl Proto-Oncogene 2 Abl proto-onkogén 2 

AFF2 Af4/Fmr2 Family Member 2 Af4/Fmr2 család 2-es tagja 

AKT 
Rac-Alpha Serine/Treonine-

Protein Kinase 

Rac-Alfa szerin/treonin fehérje 

kináz 

AMER1 
Apc Membrane Recruitment 

Protein 1 
Apc membrán toborzó fehérje 1 

APC 
Adenomatous Polyposis Coli 

Protein 

Adenomatous Polyposis Coli 

fehérje 

APOBEC 
Apolipoprotein B Mrna Editing 

Enzyme 

mRNS módosító enzim B 

apolipofehérje 

ARID1A At-Rich Interaction Domain 1A AT-gazdag interakciós 1A Domén 

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated Ataxia Telangiectasia mutált 

ATP1A1 
Atpase Na+/K+ Transporting 

Subunit Alpha 1 

ATP-függő Na+/K+ csatorna Alfa 

1 alegység 

ATR 
Ataxia Telangiectasia And Rad3-

Related Protein 

Ataxia Telangiectasia és Rad3 

kapcsolt fehérje 

AUC Area under the curve görbe alatti terület 

BAM Binary alignment and mapping Bináris illeszkedési formátum 

BCL11B B Cell Cll/Lymphoma 11B B-Sejt Cll/Limfóma 11B fehérje 

BCRP Breast Cancer Resistance Protein Emlőrák rezisztencia fehérje 

BER Base Excision Repair Báziskivágó javítás 

BGI Beijing Genomics Institute Beijing Genomics intézet 

BRAF 
B-Raf Proto-Oncogene, 

Serine/Threonine Kinase 

B-Raf proto-onogén, 

szerin/treonin kináz 

BRCA1/2 Breast Cancer 1/2, Early Onset Emlőrák 1/2, korai fehérje 

BUB1 
Bub1 Mitotic Checkpoint 

Serine/Threonine Kinase 

Bub1 mitotikus ellenörzőpont 

szerin/treonin kináz 

BUB1B Mitotic Checkpoint Kinase Mad3L 
Mad3L mitotikus ellenörzőpont 

kináz 

BWT Burrows-Wheeler transform Burrows-Wheeler transzformáció 

CCD charge-coupled device töltés-csatolt eszköz 

CCNA2 Cyclin A2 Ciklin A2 

CCNB2 Cyclin B2 Ciklin B2 

CCNE1 Cyclin E1 Ciklin E1 

CD79A Cd79A Molecule Cd79A molekula 

CDC19 
Minichromosome Maintenance 

Complex Component 2 

Minikromoszóma fenntartó 

komplex 2 komponens 
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CDC20 Cell Division Cycle 20 Sejtciklus szabályozó 20 

CDC25A Cell Division Cycle 25A Sejtciklus szabályozó 25A 

CDC54 
Minichromosome Maintenance 

Complex Component 4 

Minikromoszóma fenntartó 

komplex 4 komponens 

CDC6 Cell Division Cycle 6 Sejtciklus szabályozó 6 

CDC7L1 Cell Division Cycle 7 Sejtciklus szabályozó 7 

CDH1 Cadherin 1 Kadherin 1 

CDK4 Cyclin Dependent Kinase 4 Ciklin-dependens kináz 4 

CDKN2A 
Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 

2A 

Ciklin-dependens kináz inhibitor 

2A 

cDNS Coding dezoxyribonucleic acid komplementer DNS 

CHEK1 Checkpoint Kinase 1 Ellenörzőpont kináz 1 

CHEK2 Checkpoint Kinase 2 Ellenörzőpont kináz 2 

CHiP Chromatin immunoprecipitation Kromatin immunoprecipitáció 

CMOS 
complementary metal-oxide-

semiconductor 
komplementer fém-oxid félvezető 

CNTRL Centrosomal Protein 1 Centroszómális fehérje 1 

CNV Copy-number variation Kópiaszám változás 

COL1A1 Collagen Type I Alpha 1 Chain 1-es típusú kollagén alfa lánca 

COSMIC 
Catalogue of Somatic Mutations in 

Cancer 

Tumorok szomatikus mutációinak 

katalógusa 

DBF4 Activator Of S Phase Kinase S fázis kináz aktivátor 

DCC Deleted In Colorectal Carcinoma Vastagbél-daganatokban törlődött 

ddNTP Dideoxynucleotide didezoxiribonukleotid 

DICER1 Dicer 1, Ribonuclease Iii Dicer 1, ribonukleáz Iii 

DNAJB1 
Dnaj Heat Shock Protein Family 

(Hsp40) Member B1 
Hősokkfehérje család B1 tagja 

DNS deoxyribonucleic acid dezoxiribonukleinsav 

E2F2 E2F Transcription Factor 2 E2F transzkripciós faktor 

EGA 
European Genome-Phenome 

Archive 
Európai Genom-Fenom archívum 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 
Epidermális növekedési faktor 

receptor 

ELF4 
E74 Like Ets Transcription Factor 

4 

E74-szerű Ets transzkripciós 

faktor 4 

ER Estrogen Receptor Ösztorgén receptor 

ERCC3 
Ercc Excision Repair 3, Tfiih Core 

Complex Helicase Subunit 

ERCC Kivágó javítás fehérje 3, 

helikáz alegység 

ERK 
Extracellular Signal-Regulated 

Kinases 

Extracelluláris által jel 

szabályozott kináz 

ESR1 Estrogen Receptor 1 Ösztrogén receptor 1 
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FAT4 Fat Atypical Cadherin 4 Fat atipikus kadherin 4-es tag 

FDA Food and Drug Administration 
Amerikai élelmiszer és gyógyszer 

ügynökség 

FGFR2 
Fibroblast Growth Factor Receptor 

2 

Fibroblaszt növekedési faktor 

receptor 2 

FLI Flii, Actin Remodeling Protein Flii aktin remodellező fehérje 

FM-index Ferragina-Manzini index Ferragina-Manzini index 

FOXO4 Forkhead Box O4 Forkhead Doboz O4 

GATA3 Gata Binding Protein 3 Gata kötő fehérje 3 

GATK Genome Analysis Toolkit Genom elemző programkeret 

GEO Gene Expression Omnibus gén expressziós omnibusz 

GFP Green Fluorescent Protein Zöld fluoreszcens fehérje 

GNAS Gnas Complex Locus Gnas komplex lokusz 

GTP Guanosine Triphosphate Guanozin-trifoszfát 

HER2 
Human Epiidermal Growth Factor 

Receptor 2 

Humán epidermális növekedési 

faktor receptor 2 

HIF1A 
Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha 

Subunit 

Hipoxia által Indukálható faktor 1 

alfa alegység 

HR Hazard ratio kockázati arány 

ISFET ion-sensitive field-effect transistor 
Ion-szenzitív tér-hatású 

tranzisztor 

JAK1/2/3 Janus Kinase 1/2/3 Janus Kináz 1/2/3 

KAT6A Lysine Acetyltransferase 6A Lizin-acetiltranszferáz 6A 

KDM5C Lysine Demethylase 5C Lizin-demetiláz 6A 

KI67 Marker Of Proliferation Ki-67 Proliferációs marker 

KRAS 
Kirsten Rat Sarcoma Viral 

Oncogene Homolog 

Kirsten patkány szarkóma vírus 

onkogén homológ 

LOH Loss Of Heterozygosity Heterozigótaság vesztés 

LRP1B Ldl Receptor Related Protein 1B Ldl receptor rokon fehérje 1B 

MAD2L1 
Mitotic spindle assembly 

checkpoint protein MAD2A 

Mitotikus orsó összállás ellenörző 

fehérje MAD2A 

MAP2K4 
Mitogen-Activated Protein Kinase 

Kinase 4 

Mitogén-aktivált fehérje kináz 

kináz 4 

MAP3K1 
Mitogen-Activated Protein Kinase 

Kinase Kinase 1 

Mitogén-aktivált fehérje kináz 

kináz kináz 1 

MAS5 microarray suite 5.0 microarray csomag 5.0 

MC1R Melanocortin 1 Receptor Melanokortin receptor 1 

MCC Mutated In Colorectal Cancers 
Vastagbél-daganatokban 

mutálódó 

MCM6 
Minichromosome Maintenance 

Complex Component 6 

Minikromoszóma fenntartó 

komplex 6 komponens 
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MCM7 
Minichromosome Maintenance 

Complex Component 7 

Minikromoszóma fenntartó 

komplex 7 komponens 

MDM2 Mdm2 Proto-Oncogene Mdm2 proto-onkogén 

MDR1 Multidrug Resistance Protein 1 Multidrog rezisztencia fehérje 1 

MED12 Mediator Complex Subunit 12 
Mediátor komplex 12-es 

alegysége 

MEK Mitogen-Activated Protein Kinase Mitogén-aktivált fehérje kináz 

miRNS Micro ribonucleic acid mikro ribonukleinsav 

MLL3 Lysine Methyltransferase 2C Lizin metiltranszferáz 2C 

mRNS Messenger ribonucleic acid hírvivő ribonukleinsav 

MRP1 
Multidrug Resistance Associated 

Protein 1 

Multidrog rezisztencia asszociált 

fehérje 1 

MSH2 Muts Homolog 2 Muts homológ 2 

mTOR Mammalian Target Of Rapamycin Emlős rapamycin célpont gén 

MYH11 Myosin Heavy Chain 11 Miozin nehéz lánc 11 

MYH2 Myosin Heavy Chain 2 Miozin nehéz lánc 2 

NF1 Neurofibromin 1 Neurofibromin 1 

NGS Next-generation sequencing Újgenerációs szekvenálás 

NIN Ninein Ninein 

NLRP3 
Nlr Family Pyrin Domain 

Containing 3 

Nlr család pirin domént 

tartalmazó 3 

NMF nonnegative matrix factorization Nem-negatív mátrix faktorizálás 

NSD1 
Nuclear Receptor Binding Set 

Domain Protein 1 

Sejtmag receptor kötő Set domén 

fehérje 1 

PAGE4 Page Family Member 4 Page család 4-es tagja 

PALB2 Partner And Localizer Of Brca2 Brca2 partnere 

PARP Poly [ADP-Ribose] Polymerase 1 Poli-[ADP-ribóz] polimeráz 1 

PCR Polymerase chain reaction Polimeráz láncreakció 

PI3K 
Phosphatidylinositol-4,5-

Bisphosphate 3-Kinase 

Foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát 

3-kináz 

PIK3CA 

Phosphatidylinositol-4,5-

Bisphosphate 3-Kinase Catalytic 

Subunit Alpha 

Foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát 

3- kináz katalitikus alegysége 

PIK3R1 
Phosphoinositide-3-Kinase 

Regulatory Subunit 1 

Foszfoinozitid-3-kináz 1 

szabályozó alegysége 

PLK1 Polo Like Kinase 1 Polo-szerű kináz 1 

PR Progesterone Receptor Progeszteron receptor 

PRDM16 Pr/Set Domain 16 Pr/Set domén 16 

PTCH1 Patched 1 Patched 1 

PTEN Phosphatase And Tensin Homolog Foszfatáz és tenzin homológ 
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PTPN13 
Protein Tyrosine Phosphatase, 

Non-Receptor Type 13 

13-típusú receptor tirozin 

foszfatáz fehérje 

PTPN22 
Protein Tyrosine Phosphatase, 

Non-Receptor Type 22 

22-típusú receptor tirozin 

foszfatáz fehérje 

PTPRB 
Protein Tyrosine Phosphatase, 

Receptor Type B 

B-típusú receptor tirozin foszfatáz 

fehérje 

PTPRC 
Protein Tyrosine Phosphatase, 

Receptor Type C 

C-típusú receptor tirozin foszfatáz 

fehérje 

PTPRK 
Protein Tyrosine Phosphatase, 

Receptor Type K 

K-típusú receptor tirozin foszfatáz 

fehérje 

RABEP1 
Rabaptin, Rab Gtpase Binding 

Effector Protein 1 
Rab GTPáz kötő effektor fehérje 1 

RB1 Retinoblastoma 1 Retinoblasztóma 1 gén 

RBL1 
Rb Transcriptional Corepressor 

Like 1 

Rb transzkripciós represszor-szerű 

1 fehérje 

RFP Red Fluorescent Protein Vörös fluoreszcens fehérje 

RNA-seq RNA sequencing RNS szekvenálás 

RNS ribonucleic acid ribonukleinsav 

ROC Reciever operating characteristics vevő működési karakterisztika 

RTK Receptor Tyrosine Kinase Receptor tirozin kináz 

RUNX1 
Runt Related Transcription Factor 

1 
Runt rokon 1 transzkripciós faktor 

SALL4 Spalt Like Transcription Factor 4 Spalt-szerű transzkripciós faktor 4 

SAM Simple alignment and mapping Egyszerű illeszkedés formátum 

SDHAF2 
Succinate Dehydrogenase 

Complex Assembly Factor 2 

Szukcinát-dehidrogenáz komplex 

együttes faktor 2 

SETD2 Set Domain Containing 2 
Set domént tartalmazó 2-es 

fehérje 

SETX Senataxin Senataxin 

SKP2 
S-Phase Kinase Associated Protein 

2 

S-fázis kinázhoz asszociált 2-es 

fehérje 

SMAD2/4 Mad Homolog 2 Mad homológ 2 

SMARCB

1 

SWI/SNF-Related Matrix-

Associated Protein 1 

SWI/SNF-kapcsolt mátrix-

asszociált fehérje 1 

SMRT Single-molecule real time Egy molekula, valós időben 

SNP Single nucleotide polimorphism 
Egypontos nukleotid-

polimorfizmus 

SNV Single nucleotide variant Egypontos nukleotid-variáció 

SPEN 
Spen Family Transcriptional 

Repressor 

Spen család transzkripciós 

represszor 

SRSF3 
Serine And Arginine Rich Splicing 

Factor 3 

Szerin és arginin gazdag splicing 

factor 3 
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SS18L1 
Ss18L1, Nbaf Chromatin 

Remodeling Complex Subunit 

Ss18L1, Nbaf kromatin 

újramodellező komplex alegység 

STAT1/3 
Signal Transducer And Activator 

Of Transcription 1/3 

Transzkripció 1/3 jel továbbító és 

aktivátor 

SUZ12 
Suz12 Polycomb Repressive 

Complex 2 Subunit 

Suz12 Polycomb represszív 

komplex 2-es alegység 

TCF19 Transcription Factor 19 Transzkripciós faktor 19 

TCGA The Cancer Genome Atlas Tumor Genom Atlasz 

TET2 Tet Methylcytosine Dioxygenase 2 Tet metilcitozin-dioxigenáz 3 

TFE3 
Transcription Factor Binding To 

Ighm Enhancer 3 

Ighm enhancer kötő transzkripciós 

faktor 3 

TP53 Tumor Protein P53 p53 tumor fehérje 

TP63 Tumor Protein P63 p63 tumor fehérje 

TPR 
Translocated Promoter Region, 

Nuclear Basket Protein 
Transzlokált promóter régió gén 

TSHR 
Thyroid Stimulating Hormone 

Receptor 
Pajzsmirigy stimuláló hormon 

TTK Ttk Protein Kinase Ttk fehérje kináz 

UBR5 
Ubiquitin Protein Ligase E3 

Component N-Recognin 5 

Ubiquitin fehérje ligáz E3 

komponens N-rekognin 5 

USP6 Ubiquitin Specific Peptidase 6 Ubikvitin specifikus peptidáz 6 

UV Ultraviolet Ultraviola 

VCF Variant call format Mutáció formátum 

VEGF 
Vascular Endothelial Growth 

Factor 
Ér endotél növekedési faktor 

VHL 
Von Hippel-Lindau Tumor 

Suppressor 

Von Hippel-Lindau tumor 

szupresszor 

WGS Whole genome sequencing Teljes genom szekvenálás 

WHSC1 
Wolf-Hirschhorn Syndrome 

Candidate 1 

Wolf-Hirschhorn szindróma 

kandidáns 1 

WT1 Wilms Tumor 1 Wilms Tumor 1 

WXS Whole exome sequencing Teljes exom szekvenálás 

XPO1 Exportin 1 Exportin 1 

ZBTB16 
Zinc Finger And Btb Domain 

Containing 16 

Cink-ujj és BTB-domént 

tartalmazó fehérje 16 

ZNF384 Zinc Finger Protein 384 Cink-ujj fehérje 384 
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2. Bevezetés 

2.1. A tumorok kialakulását elősegítő molekuláris változások 

  A daganat kialakulása egy többlépcsős folyamat következménye, amelynek a 

végén egy korlátlanul osztódó sejtcsoport jön létre. A növekedés során folyamatosan 

felhalmozódó genetikai változások hatására specifikus fenotípusok jelenhetnek meg a 

tumorban, amiket a „Hallmarks of Cancer” (a „tumor védjegyei”) néven szokták 

összefoglalni [1]. A tumorokra jellemző fő sajátosságok az apoptózis elkerülése, a 

növekedési jelpályák aktiválása, a növekedés elleni szignálokra érzéketlenné válása, az 

angiogenezis, a korlátlan osztódás, valamint az invázió és a metasztázis képesség (1. 

ábra). Az első összesítés óta a jellemzők listája a genom-instabilitással, a gyulladás-

serkentéssel, a sejt-anyagcsere változásokkal, illetve az immunrendszer elleni 

védekezéssel tovább bővült [2].   

 

1. ábra. A tumor fejlődése során előforduló fenotípusos-változások vázlata. A 

korlátlanul osztódó sejtekben felgyűlő genetikai változások hatására kialakulhat a 

tumorban gyógyszer-rezisztencia, angiogenezis képesség, valamint metasztatizáló 

képesség. 

  Ezen jellegzetességek a növekedés során fokozatosan gyűlnek fel, a tumor 

kezdeti fázisaiban csak részben vannak jelen. A tumor növekedése során felhalmozott 
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több ezer mutáció a jelátviteli szabályozásában kulcsfontosságú géneket is érinthet. Ezen 

géneket onkogén illetve tumorszupresszor csoportokba osztjuk. Az onkogének 

támogatják a sejtosztódást, a növekedést és gátolják az apoptózist. Ezzel szemben a 

tumorszupresszor gének gátolják a sejtosztódást, valamint apoptózist indukálhatnak. A 

két géncsoport nem csak funkcióban, de a mutációk típusában is eltér. 

  Az onkogének serkentik a sejtosztódást, mutációik hatására általában 

fokozódik a működésük. Az onkogén aktiváció egyik lehetősége a kódolt fehérje 

mennyiségi megváltozása gén amplifikáció vagy epigenetikai módosítás 

következményeként. Ehhez kapcsolódó legismertebb példa az epidermális növekedési 

faktor receptor gén (illetve géncsalád) amplifikációja, mely az általa irányított RAS és 

PI3K útvonalak aktiválásához vezet [3, 4]. Az aktiváció másik lehetősége az onkogén 

szekvenciájának módosulása. Ezen változások általában egy (vagy néhány) aminosavat 

érintenek, hatásukra a fehérjék szabályozás nélkül aktiválhatják a jelátviteli útvonalakat. 

Erre példa a KRAS onkogén gyakori mutációja több tumor típusban. A mutációk 

többsége a 12. illetve a 13. aminosav pozícióban okoznak cserét a gén GTP-áz részében, 

ezzel konstitutívan aktiválva a fehérjét (2/A ábra) [5, 6, 7]. 

A tumorszupresszor génekben inaktiválásos jelenségek játszódnak le a 

tumorokban. Ezek általában gén törlődéssel, epigenetikai csendesítéssel, vagy a kódolt 

fehérje aktivitását romboló mutációkkal történnek. Fontos megjegyezni, hogy a 

tumorszupresszor gének általában mindkét alléljának mutációja szükséges a daganat 

kialakulásának elősegítésére. Ennek iskolapéldája az örökletes emlő- és petefészek 

tumort okozó BRCA1 illetve BRCA2 génmutációk [8]. Ezen géneknél gyakran 

megfigyelhető a szomatikus heterozigótaság vesztés (LOH). Ilyenkor a gén vad kópiája 

törlődik a tumor genomból, és csak a hibásan működő kópia marad meg [9, 10, 11, 12]. 

A tumorszupresszor géneket érintő mutációk abban különböznek az onkogén 

mutációktól, hogy elszórva helyezkednek el a gén szinte bármely részén (legismertebb 

példa a TP53 gén; 2/B. ábra [13]) és jóval magasabb a fehérje egy részét vagy egészét 

törlő (trunkáló) mutációk aránya (2/B ábra) [14, 15, 16]. A mutációk hatására a fehérje 

nem képes eredeti funkcióját ellátni. 
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2. ábra. A szomatikus mutációk elhelyezkedése, valamint típusának eloszlása tumor 

génekben [17]. A) A KRAS onkogénben a szubsztitúciós mutációk többsége egy 

aminosavat érintenek. B) A TP53 tumorszupresszor génben szubsztitúciók, stop 

kodont okozó mutációk, valamint bázis törlődések és beszúrások a gén szinte 

bármely részén előfordulhatnak.  

 A karcinogenezis folyamata során általában nem elegendő egyetlen molekuláris 

változás. Nording [18] 1953-ban leírta, hogy a tumor kialakulásában fontos szerepe van 

a beteg korával összefüggő felhalmozott genetikai változásoknak. Knudson 1971-ben 

bemutatta, hogy a gyermekkori retinoblastoma kialakulásához nem elegendő az RB1 gén 

egyik kópiájának mutációja, szükség van a másik allélt érintő mutációra is a gén teljes 

inaktiválásához. Az RB1 gén funkció vesztése létrejöhet két szomatikus RB1 génmutáció 

vagy egy öröklött és egy szomatikus RB1 génmutáció hatására is [19]. 

 Azóta több tumor típusban igazoltak a karcinogenezishez hozzájáruló öröklött 

mutációkat. Ismertebb példák a vastagbél-daganatokban az APC génben [20], az emlő és 

a petefészek tumorokban a BRCA1/2 génekben [8, 21], a vesedaganatokban a VHL 

génben [21] és a Wilms-tumorokban a WT1 génben [22] található öröklött mutációk. 

Mindegyik esetben gyakori a gén heterozigóta mutációja (vagy törlődése), mely mellett 

a tumorban szomatikus mutációval inaktiválódik a második kópia.  
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2.2. Tumorok mutagenezise és a mutációs mintázatok 

 A tumor-genomokban felhalmozott mutációk hibás sejtosztódás, endogén vagy 

exogén mutagének, vagy enzimes módosítások következményei. Bizonyos tumor típusok 

esetén ismertek a kialakulásban szerepet játszó mutagének. A két legismertebb példa a 

tüdőráknál a dohányzás [23], valamint a melanómáknál az UV sugárzás által okozott 

jellegzetes szubsztitúciók [24]. Alexandrov és munkatársai [25] a mutációk típusának 

gyakoriságát trinukleotid kontextusban vizsgálták. Ezekben a középső bázis cserélődött, 

de úgy találták, hogy fontos szerepe van a két szomszédos bázisnak is. Nem-negatív 

mátrix-faktorizálás segítségével 20 mintázatot azonosítottak szimulált és tumoros minták 

szekvencia-adataiból. 

A különböző mutagén szerek és folyamatok más és más jellegű mutációkat 

eredményeznek. Alexandrov és munkatársai további munkájuk során [26] több tumor 

típusból, összesen 7,042 beteg teljes genom, valamint exom szekvenálási adatán 

összekapcsolták a mutációs mintázatokat genetikai és környezeti mutagénekkel. Az első 

mintázat (3/A ábra) a korral függött össze, a 2-es és a 13-as mintázatok az APOBEC 

citidin-dezamináz hibával lettek összekötve, a hármas mintázat meg a BRCA hibajavító 

defektushoz lett asszociálva (3/B ábra). A 4-es mintázat a dohányzással függött össze 

(3/B ábra), míg a 7-es mintázat az UV sugárzással.  
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3. ábra. A mutációs mintázatok ismertebb példái [25]. A) A beteg korával összefüggő 

1-es mintázat, B) a homológ rekombináció hibával összefüggő 3-as mintázat, 

valamint C) a dohányzással összefüggő 4-es mintázat.   
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2.3. Karcinogenezis során kialakuló molekuláris változások  

A karcinogenezis egyik, talán legismertebb lineáris fejlődési vonalát a vastagbél 

tumorok esetén írtak le [27], ezt sematikusan a 4. ábrán foglaltam össze.  

 

4. ábra. A vastagbél-daganatok kialakulása. Genetikai változások hatására először 

egy hiperplasztikus hám, majd adenoma, végül karcinóma alakul ki. 

A vastagbél-daganatok számos esetben az APC gén mutációja következtében 

alakulnak ki. A génben elhelyezkedő változások eredményeként a normális hámból egy 

hiperplasztikus hám alakul ki. Emellett még az MCC génben is előfordulhatnak mutációk. 

A hiperplasztikus hámban kialakult elsődleges mutációk utáni metilációs változások 

hatására alakulhat ki a korai adenoma. A folyamat következő lépése gyakran az 

intermedier adenoma kialakulása a KRAS gén mutációjának hatására. Ezt követően a 

DCC és a SMAD2/4 gének változásainak következtében nagy- vagy késői adenoma 

alakulhat ki. A folyamat utolsó lépéseként gyakran a TP53 génben lévő mutáció hatására 

alakul ki a karcinoma [28]. 

Az utóbbi 20 év átfogó tanulmányaiból látható, hogy a mutációval érintett gének 

különbözőek az egyes tumor típusok esetében. Ráadásul az előforduló mutációk sokasága 

minden betegben más-más mintázatot mutat. A tumoros mutációk esetén nem egy adott 

gén mutációja fontos, hanem egy adott útvonal aktivitásának módosítása, ami függ a 

tumor szöveti eredetétől.  
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  A tumorokban leggyakrabban érintett útvonalakat az 5. ábrán foglaltam 

össze. Az útvonalak közül a sok esetben a receptor tirozin kinázok (RTK), illetve az 

alattuk elhelyezkedő jelpályák érintettek gén változásokkal. Több tumortípusban is 

megfigyelték, hogy a mutációik hatására vagy a PI3K, vagy a RAS útvonalak 

aktiválódnak [7].  Bizonyos tumor típusoknál aktiválódhat a Wnt útvonal a β-katenin gén 

aktiváló mutációk [29], vagy az APC gén inaktiváló mutációk hatására [28].  

 

5. ábra. A szolid tumorokban leggyakrabban érintett jelátviteli útvonalak (fehér: 

onkogén, fekete: tumorszupresszor gén). 

  Az emlőtumoroknál gyakori a PI3K útvonal aktiválása a PIK3CA onkogén 

mutáció és/vagy a PTEN tumorszupresszor gén vesztés következtében [30, 31]. A tüdő 

adenokarcinómákban és a vastagbél-daganatokban sokszor találhatók mutációk a KRAS, 

a BRAF és a PI3KCA génekben. Hatásukra mind a PI3K útvonal, mind a mitogén 

jelpályák is aktiválódhatnak [32, 33]. A petefészek-tumorokban gyakori mutációk 

találhatóak a retinoblasztoma génben, valamint a sejtciklust szabályozó ciklin-dependens 

kinázokban [34]. A melanómákban általában a mitogén jelpályát aktiváló BRAF és 

NRAS géneket érintő mutációk találhatók [5]. A vastagbéltumorokban gyakoriak a 

BRAF, a KRAS, a PIK3R1 és a PTEN gének mutációi [35, 36, 37]. Fontos megjegyezni, 

hogy ritkán fordul elő egy betegben egy jelpályán belül két aktiváló mutáció, hiszen ez 

nem növeli tovább a jelpálya aktivitását. 
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2.4. Az emlőtumorok fő molekuláris jellemzői 

  Az emlőrák kialakulását hajlamosító genetikai tényezők között ismertek az 

öröklött BRCA1 és BRCA2 gének mutációi. A BRCA1 gén mutációja esetén nőkben 

54% esély van az emlőrák kialakulására 60 éves korig [38], míg a BRCA2 gén mutációja 

esetén az esély 45% körüli [39]. Öröklött BRCA1/2 génmutációval rendelkező 

betegeknél a tumorban gyakori a gén heterozigótaság vesztése, azaz a vadtípusú allél 

elvesztése [10]. Fontosak még a PALB2 gén öröklött mutációi is, jelenlétük esetén 35% 

esély van az emlőrák kialakulására 60 éves korig [40]. Ezen gének a DNS kettősszál 

törések homológ rekombináció általi javításában vesznek részt [41, 42, 43] 

  Az emlőtumorok legfontosabb molekuláris jellemzője a hormonreceptorok 

státuszával kapcsolatosak. Állapotuk előre jelzik bizonyos kezelések hatékonyságát [44, 

45], valamit a betegek túlélésére is prognosztikusak lehetnek [46, 47, 48]. A tumorok Szt. 

Galleni altípusokban való sorolása az ösztrogén receptor (ER), a progeszteron receptor 

(PR) és a HER2 receptor (epidermális növekedési faktor receptor család) kifejeződési 

státusza alapján történik [49]. Három fő altípust különböztetünk meg: 1) a bazális 

altípusnál minden receptor negatív statuszú (tripla negatív), 2) a luminális A és B 

altípusokban az ösztrogén receptor státusza pozitív és 3) a HER2 pozitív altípusban a 

HER2 receptor státusza pozitív. A HER2 pozitív tumorok terápiája során a kemoterápiát 

kiegészítik HER2 gátló trastuzumab vagy pertuzumab célzott terápiával [50, 51]. A 

luminális tumoroknál a kemoterápia mellett gyakran alkalmaznak ciklin-dependens kináz 

inhibitor alapú kezelést (Palbociclib [52]). Az ösztrogén receptor pozitív betegeknél 

alkalmazható az anti-ösztrogén hatású tamoxifen [53]. Ösztrogén-pozitív, menopuaza 

utáni betegeknél aromatáz gátlókat (Letrozole [54], Anastrozole [55] és Aromasin [56]), 

illetve az mTOR gátló Everolimus [57] kezeléseket is alkalmazhatják. 

  Az emlőtumorokra jellemző szomatikus mutációk találhatók a PIK3CA 

onkogénben, valamint a TP53 tumorszupresszor génben a betegek több mint 50%-ában 

[58, 59]. Számos esetben érintettek a mitogén jelpályát szabályozó MAP3K1 és MAP2K4 

gének is. A luminális típusú tumorok esetén sok betegben találhatók mutációk a GATA3 

transzkripciós faktor, valamint a kadherin 1 génekben. A leggyakoribb gén kópiaszám 

változások a PIK3CA gén amplifikációja, valamint a TP53, a MAP2K4 és az RB1 gének 

deléciója mindegyik altípusban. Ezeken kívül még gyakori a HER2 gén amplifikáció nem 

bazális szubtípusokban [7]. 
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2.5. A melanómák fő molekuláris jellemzői 

  A malignus melanómák kevesebb, mint 10%-ában azonosítható családi 

halmozódás. A familiáris melanómával diagnosztizált betegek 1/3-ában a CDKN2A 

génben azonosítottak mutációkat [60]. Az MC1R gén bizonyos polimorfizmusai 

hajlamosítanak melanómára [61], a mutációkat hordozó betegekben jelentősen megnő a 

diszplasztikus anyajegyek száma, valamint az UV sugárzás expozícióval arányosan 

fokozódik a melanóma kialakulásának esélye [62].  

  A sporadikus melanoma kialakulásában fontos szerepe van az UV 

sugárzásnak [62], valamint a növekedési jelpályákat aktiváló BRAF, KRAS, NF1 és 

NRAS géneket érintő szomatikus mutációknak [7]. Emellett gyakran előfordulnak a 

TP53, illetve a PTEN tumorszupresszor géneket érintő mutációk is [63]. Az UV sugárzás 

és a genetikai instabilitás miatt a melanómákban lévő mutációs teher jelentősen nagyobb 

a daganatok átlagához képest [64], emiatt nehéz a molekuláris célpontok pontos 

jellemzése. 

   Kemoterápiás szereken kívül célzott terápiák is alkalmazhatók melanóma 

eseték. A BRAF gén V600E mutációval rendelkező betegeknél a mutáns gént direkt 

módon, célzottan lehet gátolni Vemurafenib [65] illetve Dabrafenib [66] gyógyszerekkel. 

Indirekt kezelés során a BRAF gén által szabályozott mitogén jelpálya gátlására van 

lehetőség Trametinib [67] illetve Cobimetinib [68] gyógyszerekkel.  

2.6. A petefészek-tumorok molekuláris jellemzői 

  A petefészek-daganatok közül a leggyakoribbak a hámeredetű szerózus 

daganatok, melyek differenciáltsági foka lehet alacsony (LGSC) vagy magas (HGSC). A 

családilag halmozott petefészek daganatos betegekben rendszerint a BRCA1 és a BRCA2 

génekben lehet öröklött mutációkat azonosítani [69, 70]. A BRCA1 gén mutációja esetén 

40-60% az esélye, hogy egy élet során petefészek-tumor alakuljon ki, míg a BRCA2 gén 

mutációja esetén ez az esély 20-35%.  

  A szomatikus mutációkat általában a TP53 tumorszupresszor génben 

azonosíthatók. A TP53 gén mutációjának prevalenciája elérheti akár a 96%-ot a magas 

differenciáltsági fokú szerózus tumoroknál. További szomatikus mutációk találhatók az 
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NF1, a BRCA1/2, az RB1, a CHEK2 és a CDK1/2 génekben [71]. A JAK1/2 és a 

STAT1/3 gének emelkedett kifejeződése jellemző a magas differenciáltságú tumorokban. 

   A petefészek-tumoroknál gyakran alkalmaznak bevacizumab célzott kezelést 

[72]. A kezelés a VEGF fehérjéhez kötődve lassítja az angiogenezist és a hozzá tartozó 

jelátviteli útvonalakat. A BRCA1/2 génmutációval rendelkező betegeknél a BER 

(báziskivágásos javítás hibajavító) útvonalat gátló PARP inhibitorok (pl Olaparib [73]) 

alkalmazhatók. Hormonterápia során általában célzott tamoxifen anti-ösztrogén terápiát, 

illetve a menopauza után aromatáz inhibitorokat is alkalmazhatnak.       

2.7. Gyógyszeres kezelés, szelekció és gyógyszer rezisztencia  

 Az emlődaganatok, a petefészek-tumorok és a melanóma esetén alkalmazott 

kemoterápiás kezeléseket az 1. táblázatban foglaltam össze. A kemoterápiás szerek a 

timidilát-szintáz gátlással, a DNS szintézis gátlással, a mikrotubulus szintézis gátlással 

vagy stabilitásának növelésével, illetve antimetabolitként érik el hatásukat. Közös 

tulajdonságuk, hogy toxikusabbak a gyorsan osztódó sejtekre. 
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1. táblázat. Az emlődaganatok, a petefészek-daganatok és a melanomák esetén 

alkalmazott kemoterápiás szerek [74, 75, 76]. 

Kemoterápiás szer Hatásmechanizmus Emlő Petefészek Melanoma 

5-fluorouracil 
timidilát szintáz (TS) 

inhibitor 
x     

Altretamine alkiláló ágens   x   

Capecitabine 
timidilát szintáz (TS) 

inhibitor 
  x   

Carboplatin DNS szintézis gátlás x   x 

Ciklofoszfamid alkiláló ágens   x   

Cisplatin DNS szintézis gátlás     x 

Dacarbazine DNS szintézis gátlás     x 

Docetaxel mikrotubulus gátló x     

Doxorubicin DNS szintézis gátlás x x   

Eribulin mikrotubulus gátló x     

Etoposide DNS szintézis gátlás   x   

Gemcitabine DNS szintézis gátlás x x   

Ifosfamide alkiláló ágens   x   

Irinotecan DNS szintézis gátlás   x   

Ixabepilone mikrotubulus stabilizáló x     

Melphalan alkiláló ágens   x   

Mitoxantrone DNS szintézis gátlás x     

Paclitaxel mikrotubulus stabilizáló x x x 

Pemetreced folát antimetabolit   x   

Temozolomide alkiláló ágens     x 

Topotecan DNS szintézis gátlás   x   

Vinblastin mikrotubulus gátló     x 

Vinorelbine mikrotubulus gátló x x   

 

  A tumorok gyógyszeres kezelése során idővel gyakran kialakul a rezisztencia 

mind a citotoxikus, mind a citosztatikus szerek ellen is. Rezisztenciát létrejöhet a sejt 

metabolizmusának megváltozása, a jelpályákat befolyásoló mutációk és epigenetikai 

változások hatására, vagy a célzott fehérje-módosulások miatt [77]. 

  A rezisztencia mechanizmusok első példája a gyógyszer inaktivációja, vagy 

inaktív állapotban tartása. Sok kemoterápiás szer ugyanis natív állapotban inaktív, a 
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sejtbe kerülve több módosulási lépés után aktiválódik. Az (in)aktiváló rendszerek közé 

sorolható a citokróm P450 rendszer, a glutátion-S-transzferáz (GST) család, valamint az 

UDP-glükuronil-transzferáz család. Ezen útvonalak mutációja vagy szabályozásuk 

módosulása általában csökkenti a terápiák hatékonyságát és növeli a sejtek 

rezisztenciáját.  

  A rezisztencia egyik gyakran vizsgált mechanizmusa a gyógyszer efflux, 

mely során a sejtek kipumpálják a hatóanyagokat. Ismertebb példa a sejtek 

homeosztázisában fontos szerepű ABC transzporter család. Ezen fehérjék nukleotid kötő, 

valamint variábilis transzmembrán részekből tevődnek össze. Amikor a megfelelő 

szubsztrát a transzmembrán részhez kötődik, a nukleotid kötő részen egy ATP molekula 

hidrolízise hatására konformáció változáson megy keresztül a transzmembrán rész, 

kipumpálva a sejtből a szubsztrátot. A tumoros gyógyszer-rezisztenciával három fő 

transzporter fehérje-típust hoztak összefüggésbe: a multidrog rezisztencia fehérje 1-et, a 

multidrog rezisztencia asszociált fehérje 1-et, és az emlő tumor rezisztencia fehérjét. 

  Az emlőtumorok, a petefészek tumorok és a melanóma esetén több célzott 

terápiára van lehetőség, ezeket a 6. ábrán foglaltam össze. Az ösztrogén-pozitív 

tumoroknál tamoxifen kezeléssel lehet gátolni az ösztrogén receptort. A HER2 pozitív 

tumoroknál trastuzumab monoklonális antitesttel lehet célozni a receptort. Bevacizumab 

kezeléssel lehet gátolni az érújdonképződést, így csökken a tumor vérellátása. Aktív PI3K 

jelátviteli útvonal esetén alkalmazható az mTOR gátló everolimus. A BRAF gén V600E 

mutációval rendelkező tumoroknál alkalmazható a vemurafenib, amely célzottan gátolja 

a mutációval rendelkező fehérjét. 
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6. ábra. Az emlőtumorok, a petefészek-daganatok és a melanoma esetén alkalmazott 

fő célzott terápiás szerek. 

  A célzott terápia előrehaladtával gyakran jelennek meg rezisztenciát okozó 

mutációk, amelyek hatására a tumor nem fog reagálni az alkalmazott gyógyszerre. Nem-

kissejtes tüdőráknál megfigyelték, hogy a gefitinib valamint az erlotinib kezelések után 

rövid idővel rezisztencia alakul ki új EGFR génmutációktól [78, 79]. A célzott terápia 

elleni rezisztencia kialakulásának másik lehetősége egy jelpályán lévő, célzott fehérje 

alatti mutáció. Ismert példák a KRAS, a BRAF, valamint a PIK3CA gének mutációja, 

esetükben a receptor tirozin kináztól függetlenül aktiválják a növekedési jelpályákat [80, 

81, 82], így nem alkalmazhatók az RTK ellenes terápiák.  

  A célzott terápiás szerek elleni rezisztencia kialakulhat a jelátviteli útvonalak 

„váltásával”. A tamoxifen elleni rezisztencia általában az ösztrogén receptor megváltozott 

kifejeződési szintje hatására alakul ki  [83]. 
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2.8. A tumor evolúció modelljei 

2.8.1. A klonális szelekció 

 Az 1979-ben leírt klonális evolúció modellje szerint a tumor egy mutáns sejtből 

indul ki, osztódása és növekedése során új mutációkat halmoz fel [84]. Az új mutációk 

hatására új szubpopulációk (vagy szubklónok) jelennek meg, ezek tovább növekednek és 

osztódnak [85]. A szerzett mutációk jelentős részének nincs, vagy csak minimális hatása 

van a sejtek fenotípusára, ezeket utas („passenger”) mutációknak nevezzük. A mutációk 

kisebb része tartozik az ún. vezető („driver”) mutációk kategóriájába, ezek erősen 

befolyásolhatják a sejtek fitneszét. A vezető mutációk növekedési előnybe részesíthetnek 

egyes sejtcsoportokat, eredményül képesek lesznek idővel túlnőni a tumor 

sejtpopulációban. A tumor evolúciónak két fő modellje van: a lineáris és az elágazó 

klonális evolúció [86]. 

 A lineáris evolúció során a megjelenő új klónok szinte teljesen túlsúlyba kerülnek 

a daganatban (7. ábra). Ennek eredménye, hogy egy adott időpontban a tumor nagy része 

általában egy klónból tevődik össze. 

 Az elágazó evolúció során a tumorban több klón és szubklón fejlődik 

párhuzamosan. A klónok szinte egyensúlyban élnek egymás mellett, nem nyomják el 

egymást, és közel azonos az osztódási sebességük (7. ábra). A modell hátránya, hogy 

szinte elképzelhetetlen, hogy teljesen egyensúlyban létezzenek az egyes klónok. 

Bizonyos genetikai és környezeti változások (beleértve a gyógyszeres kezelést) hatására 

az egyensúly idővel eltolódik. 
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7. ábra. A lineáris és az elágazó tumor evolúciós modellek. A lineáris evolúció során 

egy időpontban egy domináns klón van jelen. Az elágazó evolúció esetén több klón 

lehet párhuzamosan jelen a tumorban. 

 Mindkét elmélet alapján a tumor genetikailag folyamatosan változik, a legnagyobb 

változást a vezető mutációk okozzák. Egy tumor növekedése során feltehetően a két 

modell „ötvözete” jelentkezik, tehát a tumor klónok egyensúlyban élnek egymással, 

viszont némely változások hatására egyes klónok képesek kiszorulni, vagy túlnőni a 

többiekhez képest. 

2.8.2. A tumor őssejt modell 

 A tumor őssejt modell szerint nem minden tumor sejtből képes új tumor nőni, vagy 

fennmaradni, erre csak néhány sejt képes. A tumor őssejtek osztódhatnak újabb 

őssejtekre, vagy nem-tumorigén sejtekre. A modell szerint a tumorokban megfigyelt 

heterogenitás az őssejtek klonális fejlődéséből származik, ahol maga az őssejtekben 

halmozódnak fel a mutációk. A tumor őssejteket már több tumor típusban is 

megfigyeltek, mint például a leukémiában, a glioblasztómában, az emlőtumorokban és a 

prosztata daganatokban.   

2.9. Az intra-tumor heterogenitás és vizsgálata 

 A tumorok genetikai állománya időben folyamatosan változik, növekedés során új 

mutációk jelennek meg. Ha egy mutáció hatására javul a tumorsejt osztódási képessége, 

akkor az képes lesz túlnőni elődeit, ezzel új klónt létrehozva. A folyamat eredménye, 
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hogy egy tumoron belül sok mutáció halmozódik fel, a tumorsejt-populációban 

különböző arányokban lesznek jelen. 

 Az utóbbi években több intra-tumor heterogenitással foglalkozó vizsgálat jelent 

[87, 88, 89, 90]. Ezek két fő csoportra bonthatók. Az első csoport az egy tumoron belüli 

térbeli heterogenitást vizsgálja több régióból vett minták összehasonlításával. A második 

csoport a tumor heterogenitás időbeli lefolyását követi, sok esetben a kezelések hatását 

vizsgálva a genetikai összetételre, amit longitudinális szekvenálásnak nevezünk. 

2.10. Multi-régió szekvenálást alkalmazó vizsgálatok 

Multi-régió szekvenálás során egy tumor több részéből izolálunk DNS-t, illetve 

külön mintaként szekvenálunk. Segítségével lehetőség van megvizsgálni egy tumoron 

belüli heterogenitást, speciális esetekben lehetőség van a primer tumort és a metasztázist 

összehasonlítani. Ezen mérések előnye az egymintás szekvenáláshoz képest, hogy az 

azonosított mutációk felhasználásával filogenetikai elemzésekre is van lehetőség, képet 

adva a tumor evolúciójáról, valamint a heterogenitásának mértékéről. Multi-régió 

szekvenálást alkalmazó tanulmányok világossejtes vesetumorok [87, 88], petefészek 

tumorok [89] és tüdő adenokarcinómák [90] esetén is megjelentek. 

 Az egyik első multi-régió szekvenálást világossejtes vesetumoros betegeken 

alkalmazták [88]. A minta gyűjtés során a primer tumorokból, valamint a 

metasztázisokból is izoláltak és szekvenáltak DNS-t. Az exom szekvenálásból végzett 

szomatikus mutáció keresés után az egyes primer tumor régiókban, valamint a 

metasztázisokban azonosított mutációkat egy mátrix segítségével hasonlították össze (8. 

ábra).  
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8. ábra. Az egyes vesetumor részletekben (régiókban) azonosított (kék) és hiányzó 

(szürke) mutációk. A sorok a régiókat, az oszlopok a mutációkat jelölik. 

 A mutációk egy része csak a primer tumorra voltak jellemzők, a metasztázisban 

nem voltak azonosíthatók. Ennek lehetséges (és valószínű) magyarázata, hogy az áttétet 

okozó klón vagy klónok a primer tumor egy korábbi evolúciós időpontjából származnak. 

Az ábrán látható, hogy a metasztázisok esetén is sok volt a közös mutáció, egy részük 

viszont nem volt azonosítható a primer tumorban. Egy lehetséges magyarázat, hogy a 

primer tumor egy olyan klónjából származott az áttét, amiben már jelen voltak az egyedi 

mutációk, továbbá a metasztázis helyén való növekedés során új mutációk halmozódtak 

fel. 

Az emlőtumoroknál hasonló elágazó evolúciós mintázatot azonosítottak [91]. Úgy 

találták, hogy az áttétet okozó klónokat a primer tumorban is lehetett azonosítani, bár ez 

nem minden esetben volt lehetséges. A tumor-heterogenitás mértéke függött a tumor 

méretétől is.  

A petefészek-daganatok multi-régió szekvenálás és SNP (egypontos nukleotid-

polimorfizmus) hibridizáció alapú mérések felhasználásával megfigyelhető volt a 

tumorokban az elágazó evolúció [92, 93]. A magas szintű klonális expanzió magasabb 

heterogenitással, illetve rosszabb prognózissal járt. A betegekben két inváziós topológiai 

modellt azonosítottak: 1) a csillag alakú topológia, ahol minden áttét a primer tumorból 

indult, valamint 2) az elágazó topológia, ahol bizonyos metasztázis sejtek korábbi 

áttétekből származtak. 
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2.11. A DNS szekvenálás 

A DNS szekvenálás során egy DNS molekulában található négyféle bázis 

sorrendjét határozzuk meg. A klinikai diagnosztikában jelenleg is felhasznált módszer a 

Sanger-féle szekvenáláson alapszik. A Sanger szekvenáló eszközök rendkívül pontosak, 

viszont hátrányuk, hogy mivel az egyes DNS szakaszokat külön kell vizsgálni a kapilláris 

elektroforézis során, emiatt alacsony az áteresztőképességük. Az utóbbi években a 

molekuláris diagnosztikai fejlesztések a „nem kapilláris elektroforézis” alapú módszerek 

felé fordultak. Ezen módszerek előnye, hogy több millió DNS fragmens párhuzamos 

vizsgálatára adnak lehetőséget, viszont pontatlanabb az eredményük. 

2.11.1. Sanger szekvenálás 

A Sanger szekvenálás a polimeráz láncreakcióhoz (PCR) hasonlóan a 

komplementer szál szintézisen alapul. A Sanger szekvenálás során a megszokott 

nukleotidokon kívül kis mennyiségű ddNTP-t (didezoxiribonukleotid) is használnak [94]. 

Ezen nukleotidokról hiányoznak a pentóz váz 3’ szénatomjáiról az oxigéncsoportok, 

beépülésük során irreverzibilisen gátolják a polimerizációs folyamatot. A reakció terméke 

több, különböző hosszúságú DNS darab lesz. 

Az első Sanger szekvenálók négy párhuzamos reakcióban végezték a szekvenálást, 

minden reakcióhoz egy specifikus ddNTP volt található. A polimeráz láncreakció, 

valamint a négy minta poliakrilamid gélelektroforézissel végzett párhuzamos elválasztása 

után lett leolvasható a szekvencia. Manapság az egész reakció egy térben történik, ahol 

mind a négy ddNTP nukleotidon más színű fluoreszcens molekula található. A 

fragmensek méret szerinti elválasztása kapilláris elektroforézissel történik. A kapilláris 

végén lévő detektor felhasználásával lehet azonosítani az elválasztás során aktuálisan 

áthaladó fluoreszcens ddNTP bázisokat tartalmazó DNS fragmenseket [95]. Jelenleg a 

Sanger szekvenálással akár 384 mintát vizsgálhatunk párhuzamosan, a fragmensek 

hossza elérheti az ezer bázispárt is.  

A sokévnyi fejlesztéssel mára sikerült elérni a 99,99%-os szekvenálási pontosságot, 

emiatt a Sanger szekvenálókat továbbra is gyakran alkalmazzák az onkológiai 

diagnosztikában. Például, több tumortípusnál Sanger szekvenálással állapítják meg az 

RTK gátló terápiát kizáró KRAS és BRAF génekben a mutációkat.  
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2.11.2. Újgenerációs szekvenálási módszerek 

Az újgenerációs szekvenálás két típusát különböztetjük meg: 1) az amplifikáción 

alapuló újgenerációs szekvenálás (második generációs szekvenálás), és 2) az egy-

molekula szekvenálásán alapuló (harmadik generációs szekvenálás) technikák. 

A DNS amplifikációján alapuló újgenerációs szekvenálás 

Illumina 

Az Illumina amplifikációs módszerét híd-amplifikációnak (bridge-amplification) 

nevezik. A minta DNS-t összetörik, a fragmentumok mindkét végére adapter 

szekvenciákat kötnek, majd a DNS kettősszálakat denaturálják. Az előkészített DNS 

fragmensek az áramlási cellára (angolul flowcell) adagolva képesek lesznek hibridizálni 

a cella felületén lévő oligonukleotid adapterekhez. Az amplifikáció során először 

elhajlítják a DNS szálakat, így a szabad végük hibridizálni fog az áramlási cella felületén 

lévő másik lehorgonyzott adapterekhez. A második lépés a komplementer szál szintézise, 

ahol primerként a lehorgonyzott adapterek vannak felhasználva. A komplementer szálak 

szintézise után a kettős szálakat újból denaturálják. Az amplifikáció többszöri ismétlés 

után az áramlási cella egy területén ugyanannak a fragmentumnak sok másolata lesz 

megtalálható, amit klaszternek neveznek. Szekvenálás előtt eltávolítják a klaszterekben 

lévő komplementer irányú szálakat. A szekvenálási reakció során a szekvenáló készülék 

fluoreszcensen jelölt dNTP-ket adagol az áramlási cellára. Ezen nukleotidokat a 

polimerázok be tudják építeni a komplementer szálakba, azonban a fluoreszcens jelölések 

megakadályozzák a komplementer szálak további szintézisét. A következő lépésben 

gerjesztik a fluoreszcens festékeket, amiket egy CCD kamera segítségével detektálnak 

[96]. Végül eltávolítják a szintézist gátló fluoreszcens jelöléseket, így a következő 

fluoreszcens nukleotidok is képesek lesznek beépülni. 

Ion Torrent 

Az Ion Torrent technológiája manapság az egyik legújabb és leggyorsabban terjedő 

szekvenálási módszer a piacon. A módszer előnye, hogy elődjeikkel szemben nem alkalmaz 

fénydetektálást a szekvenálás követésére, továbbá nincs szüksége speciálisan kifejlesztett 

nukleotidokra. Az Ion Torrent minta előkészítése emulziós PCR (emPCR) reakcióval 
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történik. Az emPCR során egy víz/olaj emulziót hoznak létre, minden vízcseppbe egy 

gyöngy, egy polimeráz, a dNTP-k, és egy DNS szál kerül be. A gyöngy felszínén találhatók 

a lehorgonyzott primerek, amiről a komplementer szálak szintézise megy végbe. A PCR 

reakció végén minden gyöngyön egy felsokszorozott DNS lesz található. A gyöngyök egy 

speciális, miniatűr üregeket tartalmazó ún. „ion chip”-re kerülnek, ahol minden üregbe egy 

gyöngy fér el. 

Az Ion Torrent szekvenálás alapja a DNS szintézise közben felszabaduló hidrogén 

ion detektálása az ún. „ion chip” félvezető érzékelővel. A technológia CMOS-

kompatibilis (ez egy félvezető építési technológia), ami jelentősen csökkenti az eszköz 

költségét. A csip három mikrométeres üregeket tartalmaz, az üregek alját egy fémoxid 

érzékelő réteg alkotja. Az üregben a nukleotidok beépülésekor felszabaduló proton pH-

változást okoz, ez az érzékelő rétegben felületi potenciál-változásként jelenik meg. A 

potenciál-változás a réteg alatti ionérzékeny tranzisztorban (ISFET, azaz ion-sensitive 

field-effect transistor) feszültségváltozásként mutatkozik [97]. 

Az egy-molekulás újgenerációs szekvenálás 

Pacific Biosciences 

Ezt az eljárást angolul single-molecule, real time szekvenálásnak (SMRT) nevezik, 

amit „egymolekula, valós idejű” szekvenálásnak fordíthatunk. A szekvenálást egy üreges 

lap segítségével végzik, mindegyik üreg tartalmaz egy, a lapra rögzített polimeráz 

enzimet, amit folyamatosan gerjesztenek. Szekvenálás során pirofoszfát csoporton 

floureszcens festékkel jelölt nukleotidokat öntenek a lapra, amiket a polimerázok a 

komplementer szál szintézisére használnak fel. A beépülésük ideje alatt a készülék le 

tudja mérni a nukleotidok pirofoszfát csoportjára rögzített fluoreszcens festékeket [98]. 

A módszer hosszú leolvasásokat képes generálni, viszont hátránya, hogy a folytonos 

gerjesztés miatt a polimeráz enzimek egy idő után destabilizálódnak, ami szintézis 

hibákhoz vezet. 

Oxford Nanopore 

Az Oxford Nanopore által fejlesztett szekvenáló készülék az elődjeitől teljesen 

eltérően nem a komplementer szál szintézisén alapszik. A nanopórusos szekvenálás a 

négy bázis különböző „elektromos” tulajdonságaira épült. A szekvenálás során az 

egyszálú DNS darabokat 1 nm átmérőjű nanopórusokon vezetik át. Az egyes nukleotidok 
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áthaladásakor különböző mértékben változtatják meg a pórusokon átmenő áramerősséget. 

Nincs szükség a DNS sokszorosítására, minden egyes szál egyenként kerül leolvasásra. 

Jelenleg 2D szekvenálást végeznek, ahol egy fragmens elsődleges szekvenálása után a 

komplementer szál szekvenálása következik [99].  

2.12. Orvosi kutatásban alkalmazott újgenerációs szekvenálási technikák 

Az újgenerációs szekvenálás fő felhasználási területeit a 2. táblázat foglalja össze. 

2. táblázat. Újgenerációs szekvenálás fő alkalmazási területei. 

Módszer Cél 

Teljes genom 

Új genom összeállítása 

Polimorfizmusok, mutációk, keresése; Strukturális 

variációk azonosítása [100] 

Teljes exom szekvenálás 
Genom kódoló régióiban való polimorfizmusok és 

mutációk azonosítása [101] 

Célzott szekvenálás Cél gének vizsgálata (1-1000) [102] 

Transzkriptom szekvenálás 
Génkifejeződés kvantifikálás [103] 

MikroRNS génkifejeződés vizsgálata [104] 

Epigenetikai szekvenálás 
Fehérje-DNS interakciók azonosítása [105] 

Metilációs változások azonosítása [106] 

Metagenomika Mikroorganizmus összetétel meghatározás [107] 

 

Az újgenerációs szekvenálásnak az eredeti felhasználási területe a teljes genom 

szekvenálás (WGS, whole genome sequencing), ahol egy egész genomot párhuzamosan 

vizsgálnak. De novo genom szekvenálás esetén a vizsgált organizmus genom 

bázissorrendje általában még ismeretlen, a mérés adataiból egy elsődleges genom vázlat 

összeállítására van lehetőség. Manapság egyre gyakrabban végeznek teljes genom újra 

szekvenálást betegséggel kapcsolatos gént nem kódoló mutációk és nagyobb strukturális 

változások azonosítsanak céljából [108].  

A teljes exom szekvenálás a genomnak fehérjét és RNS-t kódoló szakaszainak a 

vizsgálatára ad lehetőséget. Alapja, hogy a szekvenálás előtt a darabolt genomiális DNS-

ből megfelelő próbák segítségével kihalásszuk az érdekelt szakaszokat (9. ábra). A 

technika előnye, hogy csökkenti a mérés költségeit, viszont a nem-kódoló szakaszokról 

nem ad információt. A teljes exom szekvenálás egyik változata a célzott szekvenálás, ahol 

csak 10-1000 gén (vagy genom szakasz) párhuzamos vizsgálata a cél. 
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9. ábra. Teljes exom szekvenálás során alkalmazott DNS előkészítés lépései. A 

vizsgálandó DNS-t tördelik, majd exon próbák felhasználásával kihalásszák a gént 

kódoló szakaszokat. A kihalászott szakaszokat végül tisztítják és előkészítik az 

újgenerációs szekvenáláshoz. 

Transzkriptom illetve microRNS szekvenálás során a sejtekben lévő összes RNS 

mennyiségét és minőségét analizálják. Az izolált RNS-t először a végén lévő poli-A farok 

segítségével tisztítják. Ez után az RNS-t töredezik, majd a fragmenseket véletlenszerű 

bázissorrendű primer keverékkel visszafordítják c-DNS-é (komplementer DNS). Ezen 

mérések segítségével lehetséges az egyes gének kifejeződési szintjét mérni, valamint új 

géneket és gén izoformákat azonosítani. Több minta esetén lehetséges a differenciális 

génkifejeződés elemzés, amivel össze lehet hasonlítani a gének kifejeződési szintjét két 

vagy több minta-csoport között (pl. egy gyógyszerrel kezelt és kezeletlen csoportok 

között).  
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2.13. Az újgenerációs szekvenálási adatok elemzése 

2.13.1. A FastQ formátum 

Az újgenerációs szekvenálás eredménye egy fájl, ami tartalmazza a szekvenáló 

csipen mért DNS szakaszok bázissorrendjét, valamint leolvasási minőségeit. A 

legelterjedtebb formátum a FastQ [109], ahol minden leolvasás négy sort foglal el (10. 

ábra). Az első sor tartalmazza a leolvasás nevét, amit egy „@” jellel azonosítanak a sor 

elején. A név általában magában foglal több információt, mint a csippen elfoglalt 

koordinátát, a csip nevét, esetleg a szekvenálási sáv (angolul lane) számát. A második sor 

tartalmazza a szekvenált DNS fragmens bázissorrendjét. Azon esetekben, ahol a mért jel 

zajos, egy „N” betű található a megszokott bázis kódok helyett. A harmadik sor 

elválasztóként általában egy „+” jelet tartalmaz, ritkább esetekben a leolvasás nevével 

kipótolva. Az utolsó sorban találhatók az egyes leolvasott nukleotidok minőségi értékei 

egybetűs kódolásban. A minőségi értékek hossza megegyezik a leolvasott DNS 

szekvencia hosszával [110]. Az egybetűs minőségi értékek kódolásának előnye, hogy a 

0-41 közötti skálán terjedő értékeket egy karakterre változtatja, így csökken a fájl mérete 

(szóköz sem szükséges az értékek között). További előnye, hogy egyszerűsíti a további 

feldolgozást, mivel a minőségi kód i-edik karaktere a leolvasott szekvencia i-edik 

nukleotidjához rendelhető. 

 

10. ábra. A FastQ formátum példája. Az első sor tartalmazza a leolvasás nevét, a 

második sor a leolvasott szekvenciát, a harmadik sor egy elválasztó „+” jelet, az 

utolsó sor pedig a leolvasott bázisokhoz tartozó minőségi értékeket. 

2.13.2. A FastQ adatok feldolgozásának lépései 

A FastQ formátumú adatok első feldolgozásának lépései szinte bármely adatsor 

esetén egyformák, alapvetően a felhasznált elemző szoftverek különbözhetnek. A GATK 
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(genom elemző programcsomag) [111] ajánlásából származó nyers FastQ file elemzési 

lépéseit a 11. ábrán mutatom be. Három lehetséges feldolgozási lehetőség van attól 

függően, hogy mutációs, génkifejeződési, vagy epigenetikai elemzéseket végzünk. 

Mindegyik esetben eredményül egy közös formátumú BAM file az eredmény. 

 

11. ábra. Nyers FastQ fájlok feldolgozási lépései. A leolvasások nyírását és minőségi 

ellenőrzését követően illesztjük egy referencia genomra (RNS szekvenálás esetén 

akár transzkriptomra), majd rendezzük. 

2.13.3. Adatok minőségének ellenőrzése és nyírás 

A nyers adatok feldolgozásának első lépése a minőségi ellenőrzés. A legismertebb 

ellenőrző szoftver a minőségi paraméterekről grafikus megjelenítést is készítő FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk) csomag. A legfontosabb minőségi 

paraméterek a leolvasások száma, a leolvasások átlagos minősége, a leolvasott bázisok 

pozíció szerinti minőségi eloszlása, a GC bázisok aránya, valamint a minta előkészítés 

során keletkezett szennyeződések (pl. adapterek, primerek) mennyisége. Azon esetekben, 

ahol egy vagy több paraméter nem megfelelő, ott érdemes az adatokat nyírni (angolul 

trimming). 

Az adatok nyírása alatt a nem megfelelő leolvasások, vagy leolvasás végek 

eltávolítását értjük. Ezt több szoftverrel végezhetjük, legismertebb példák a trimmomatic 
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[112] és a http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/contact.html honlapon elérhető FastX-

toolkit. Ezen szoftverek segítségével képesek vagyunk eltávolítani a rossz minőségű 

leolvasásokat és leolvasás részeket, valamint levágni a kontaminációk körüli leolvasási 

végeket. Az adatok nyírása után érdemes a minőségi ellenőrzést újra elvégezni. Ha a 

minőségi problémák továbbra is jelen vannak, akkor szigorúbb kritériumokkal szükséges 

tovább nyírni az adatokat. 

2.13.4. A leolvasások illesztése 

 A szekvenciák illesztése során kikeressük a leolvasások (vagy szekvencia) 

pozícióját egy referencián, valamint a leolvasások egyes bázisait a lehető legjobban 

megfeleltetjük a referencia szekvenciával. Bár a feladat egyszerűnek tűnhet, az 

újgenerációs szekvenálási adatok illesztését két faktor nehezíti: 1) a referencia szekvencia 

általában egy teljes genom szekvenciája, ami a Humán Genom esetén több, mint 3 

milliárd bázisból tevődik össze, valamint 2) egy mérés alatt 10-100 millió leolvasást 

mérünk párhuzamosan. A nagy adat mennyiség miatt a klasszikus Smith-Waterman [113] 

vagy a nagyságrendekkel gyorsabb BLAST [114] alapú illesztőkkel végzett kiértékelés 

hetekig tartana egy átlagos asztali számítógépen. 

Az utóbbi években megjelentek olyan illesztő algoritmusok, melyek az 

újgenerációs szekvenálási adatok gyors feldolgozását teszik lehetővé. Ezen szoftverek 

alapja, hogy a referencia szekvenciáról elkészített Burrows-Wheeler transzfrormált 

(BWT) és Ferragina-Manzini index (FM-index) felhasználásával lineáris időben lehet 

keresni nagy genomokban, ezzel felgyorsítva az illesztés folyamatát [115]. Az illesztés 

során úgynevezett heurisztikákat (egyszerűsítéseket) is alkalmaznak a feldolgozáshoz 

szükséges idő további csökkentésére. 

2.13.5. Mutáció és epigenetikai alapú szekvenálási adatok feldolgozása 

Az legismertebb illesztő programok a mutációs és az epigenetikai adatok kezelésére 

a BWA [116], a Bowtie2 [117] és a Novoalign 

(http://www.novocraft.com/products/novoalign/) szoftverek. Az illesztés után az 

adatokat SAM (Simple Alignment and Mapping) formátumról a tömörített BAM (bináris 

SAM) formátumra alakítjuk át, majd rendezzük az illesztett leolvasásokat a kromoszóma, 

valamint kromoszómán belüli pozíció alapján. Mivel az illesztés során egyszerűsítéseket 
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alkalmazunk a gyors feldolgozás érdekében, így nem minden esetben kaphatjuk a legjobb 

eredményt. A pontatlanságok főleg a nagyobb méretű indelek („inszerciók és deléciók”) 

környezetében fordulhatnak elő, ahol a szoftverek inkább több szubsztitúciós hibával 

illesztenek, ezzel kihagyva a kérdéses indeleket. Emiatt mindig érdemes az illesztett 

leolvasásokat újrailleszteni a hibák kijavítása érdekében. Újraillesztés során a szoftver 

először kikeresi azon régiókat, ahol sok egymáshoz közeli szubsztitúció található, majd 

ezen régiókban kisebb vagy nagyobb indeleket bevezetve megpróbálja csökkenteni a 

szubsztitúciók számát [111].  

Az újraillesztés után a duplikátum leolvasások kezelése az utolsó lépés. Ilyenkor 

egy programmal megjelöljük az ismétlődő leolvasásokat, hogy csökkentsük a minta 

előkészítés során keletkezett műtermék leolvasások számát, illetve a zaj arányát.  

2.13.6. Az RNS szekvenálási adatok alap feldolgozása 

Az RNS szekvenálási adatok feldolgozása során többféle információt tudunk 

kigyűjteni, attól függően, hogy teljes genomra, vagy csak a transzkriptomra illesztjük a 

leolvasásokat [118].  

A transzkriptomra illesztés manapság egyszerű és gyors feladat. Az elemzés során 

az ismert gének, valamint gén izoformák szekvenciáját használjuk referenciaként. A 

módszer hátránya, hogy nincs lehetőség új gének keresésére, csak az ismert gének 

kifejeződési szintjéről nyerünk információt.  

Teljes genomra történő illesztés során a teljes genomot használjuk referenciaként, 

így a bonyolultabb megközelítésű spliced alignment segítségével tudunk pontosan 

illeszteni. Ilyen esetben a leolvasások gyakran egy gén két különböző exonjára 

illeszkednek, amik egy intronnal vannak elválasztva. A módszer hátránya, hogy a 

folyamat jóval lassabb, és nagyobb a hibalehetősége. Előnye, hogy nem csak az ismert 

génekről, valamint gén izoformákról kapunk információt, hanem képesek vagyunk új 

géneket és izoformákat is azonosítani. Manapság leggyakrabban használt RNS 

szekvenálást genomra illesztők a TopHat2 [119], a HiSat2 [120] és a STAR [121] 

szoftverek. 

Az RNS szekvenálás adatainak feldolgozása során az utolsó lépés a kifejeződési 

szint meghatározása. Ilyenkor általában több minta adatsorát szokták együttesen 
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feldolgozni. A lépés során a szoftverek először kiszámítják az egyes génekre (vagy 

izoformákra) illeszkedő leolvasások számát, amiket normalizálnak. Manapság a 

legnépszerűbb normalizálási módszerek az FPKM [122] és az RSEM számítása [123], 

illetve a nyers leolvasás számokból való további feldolgozása statisztikai 

programcsomagokkal mint például a DESeq2 és az edgeR [124, 125]. 

2.13.7. A DNS mutációk azonosítása 

A DNS mutációk lehetnek öröklöttek, vagy újonnan szerzett (pl. tumoros) 

szomatikus mutációk. Azonosításuk jelentősen eltér egymástól, gyakran más a szöveti 

forrásuk, valamint az eloszlásuk a mintákban. 

Öröklött mutációk azonosítása 

Az öröklött mutációk jelen vannak minden sejtünkben, valamint tovább öröklődnek 

a leánysejtekben. A populáció legalább 1%-ában jelen lévő öröklött mutációkat 

polimorfizmusoknak nevezzük. Az öröklött mutációk lehetnek heterozigóták vagy 

homozigóták, attól függően, hogy a diploid sejt egyik vagy mindkét homológ 

kromoszómáján jelen vannak.  

A mutációk azonosítása során az illesztett leolvasásokban olyan genomiális 

pozíciókat keresünk, ahol több leolvasásban előfordul egy változás. Mivel egy adott 

mutáció pozícióját általában több tíz, vagy akár több száz leolvasás is lefedi, ebből ki 

lehet számolni a mutáció variáns allél frekvenciáját. A számított allél frekvenciából 

következtethetünk arról, hogy a mutáció homozigóta vagy heterozigóta. 

Napjainkban a legismertebb öröklött mutáció keresők a samtools [126], valamint a 

GATK szoftvercsomagban lévő Unified Genotyper és Haplotype Caller [111] 

programok. A Haplotype Caller előnye, hogy az illesztett adatok olvasása során a 

zajosnak ítélt régiókban (például ahol magas a szubsztitúciók aránya) lokális genom-

összeállítás segítségével próbálja kiküszöbölni az illesztési heurisztikákból származó 

hibákat. A feldolgozás eredménye egy VCF (Variant Call Format, 

https://samtools.github.io/hts-specs/VCFv4.2.pdf) formátumú fájl, ami tartalmazza a 

mutációk pozícióját, a változások típusait, valamint a hozzájuk tartozó minőségi 

paramétereket. 
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Szomatikus mutációk azonosítása 

A tumorokban lévő szomatikus mutációk azonosítása során olyan változásokat 

keresünk, melyek jelen vannak a tumorban, viszont a normál szövetből hiányoznak. 

Ehhez külön kell szekvenálni egy normál szövetből származó, illetve egy tumor szövetből 

származó DNS mintát. Szomatikus mutációkat azonosítani jóval bonyolultabb folyamat 

az öröklött mutációknál, mivel a tumorok genetikai állománya viszonylag dinamikusan 

változik. 

A szomatikus mutációk azonosítására több szoftver érhető el, ismertebb példák a 

Mutect2 [111], a VarScan2 [127], a SomaticSniper [128], a  muse [129] és a Strelka [130] 

programok. Több tanulmány bemutatta, hogy két szoftverrel azonosított mutációk 10%-

80%-ban egyeznek meg [131, 132]. Az elemzés minőségének javítása érdekében a 

szomatikus mutációk keresését általában több szoftverrel szokták elvégezni (pl. TCGA). 

A kiértékelésnél végül a) csak két vagy több szoftverrel azonosított mutációkat fogadják 

el, vagy b) az egyes szoftverek eredményét egyesítik. 

2.13.8. Kópiaszám-változás események azonosítása és a tumor arány 

meghatározása 

Kópiaszám-változás esetén teljes kromoszómák vagy kromoszóma részek 

felsokszorozódhatnak, vagy törlődhetnek. Ennek következménye, hogy az újgenerációs 

szekvenálás során a változást lefedő leolvasások száma megváltozik. Ezt a jelenséget 

tumoros és normál szöveti minták összehasonlításával jellemezhetik. Ilyen esetekben az 

elemző programok valamilyen statisztikai teszt segítségével összehasonlítják a normál és 

tumoros régiók közti normalizált lefedettségi értékeket [133, 134]. 

Tumor-arány meghatározásánál azt próbáljuk megbecsülni, hogy a szekvenált DNS 

mekkora hányada származik tumor sejtekből. A meghatározás során általában a 

kópiaszám változás eseményeket, illetve a mutációs adatokat használják. A tumor arány 

meghatározása gyakran a normál és tumor mintában mért öröklött mutációk 

frekvenciájának különbsége alapján történik [135].  
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2.14. A túlélés-elemzés  

Túlélés-elemzés során valamilyen esemény bekövetkezési idejének különbségét 

hasolítják össze két (vagy több) betegcsoport között. Az onkológiai kutatásban a túlélés-

elemzés során leggyakrabban összehasonlított események a teljes túlélési időre, a tumor 

progressziómentes túlélésre, és a relapszusmentes túlélésre vonatkoznak [136]. A teljes 

túlélési idő a diagnózistól számított teljes élettartamot jelöli. A progressziómentes túlélés 

a diagnózis és a tumor progressziója közt eltelt időt jelenti. A relapszusmentes idő a 

diagnózis és első relapszus közt eltelt időt jelöli. 

A vizsgálatokba bevont nagy betegszámok miatt gyakran nehéz a betegek pontos 

után követése, így az adatok hiányosak lehetnek. Erre példa, ha a beteg a vizsgálat végén 

még életben van, vagy esetleg a vizsgálattól függetlenül exitál. Ilyen esetekben az időt 

cenzoráltnak tekintik, mivel a túlélési ideje vagy ismeretlen, vagy független tényezők 

befolyásolták.  

Kaplan–Meier görbék 

A Kaplan-Meier görbék a betegek túlélését mutatják az idő függvényében [137]. A 

túlélési görbe y-tengelye jelöli az eseménymentes (pl. halálozott) populáció 

valószínűségét, az x-tengely az időt. Amíg esemény nem következik be, addig a görbe 

vízszintesen halad. Ahogy a betegekben bekövetkezik egy esemény, a görbe megtörik, és 

leesik a megfelelő százalékra. Azon esetek, ahol az idő cenzorált, azt a megfelelő időben 

a görbét metsző „x”-szel jelölik.  

Két, vagy több beteg csoportnál az ún. logrank-próbával lehet a túlélési időket 

összehasonlítani [138]. A túlélés időknek eltérésének mértékét a kockázati rátával 

jellemzik, amit a Cox féle „arányos kockázat” modell felhasználásával szokták 

kiszámolni. A 12. ábrán látható a KI67 proliferációval asszociált gén kifejeződési 

szintjének összefüggése a betegek relapszus mentes túlélésével (kmplot.com [139]). Az 

ábrán látható, hogy a magas KI67 gén kifejeződésekor rövidebb a relapszus mentes 

túlélés. A két csoport közti kockázati ráta (HR) értéke 1,43; a logrank p értéke 1,7E-10. 
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12. ábra. A KI67 gén kifejeződési szintjének összefüggése relapszus mentes 

túléléssel. 
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3. Célkitűzések 

PhD munkám során az intra-tumor heterogenitás hatását kívántam megvizsgálni in 

vitro modellezéssel, valamint petefészek-tumor mintákból származó újgenerációs 

szekvenálási adatsorok segítségével. Ezzel kapcsolatban olyan elemzőrendszer 

kidolgozását is célul tűztem ki, amely egy génmutáció hatására létrejövő génkifejeződés 

változásának mintázatából végezi a túlélés elemzést.  

Célkitűzéseim a következők a két témával kapcsolatban: 

• Megvizsgálni a tumor-heterogenitás kapcsolatát a tumorokban kimutatott 

szomatikus mutációkkal. Munkám során az alábbi részcélokat tűztem ki: 

a. In vitro kísérletekkel vizsgálni a sejtmozgás hatását az újgenerációs 

szekvenálással mérhető összetételre. 

b. Az újgenerációs szekvenálás pontosságának vizsgálata ismert 

összetételű sejtvonal keverékek felhasználásával. 

c. A szekvenált tumor mérete és a detektált szomatikus mutációk száma 

közötti összefüggés vizsgálata petefészektumor minták segítségével. 

 

 

• A génmutációk és a génkifejeződés közti kapcsolat vizsgálata, amihez a 

következő részcélokat tűztem ki: 

a. A génmutációk eredményeképpen létrejövő génkifejeződés változás 

hatásának vizsgálata az emlőtumoros betegek túlélésére.  

b. A TP53 génmutációra visszavezethető megváltozott génkifejeződési 

mintázat elemzése és értelmezése. 

 

Munkám első részében célom volt tehát meghatározni az újgenerációs szekvenálás 

pontosságát és reprodukálhatóságát in vitro kísérletekkel, valamint petefészek tumorok 

multirégiós szekvenálásával. Munkám második részében egy olyan elemzőrendszer 

kidolgozása volt a célom, amely képes a szomatikus mutációk következtében kialakuló 

prognosztikus génkifejeződés változásokat azonosítani, ezzel elősegítve új potenciális 

biomarkerek azonosítását. 
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4. Módszerek 

4.1. In vitro sejtvonalas inváziós kísérletek  

4.1.1. Sejtkultúrák 

A sejtmotilitási mérésekhez négy melanóma sejtvonalat választottam ki: A375, 

MEL-JUSO, SK-MEL-28 és MEWO. A sejtvonalak közül kettő stabilan transzfektált 

fluoreszcens fehérjét kódoló gént tartalmazott (Linterna A375 GFP-t kifejező sejtvonal, 

Innoprot; MEL-JUSO FP602-GVO-CD RFP-t kifejező sejtvonal, BioCat). A sejt 

keveredés követése esetükben fluoreszcens videomikroszkópos kísérletekkel is el lett 

végezve. A MEL-JUSO sejtvonalakat RPMI-1640 médiumban, az A375 GFP, SK-MEL-

28 és MEWO sejtvonalakat pedig DMEM médiumban voltak tenyésztve sejtkultúra 

flaskákban 37oC-on és 5% CO2 mellett. Mindkét médium ki volt pótolva 10% FBS-sel, 

és 1% penicillin-sztreptomicin-amfotericin B-vel. 

Az inváziós kísérletek során 3 sejtvonal (A375, SK-MEL-28 és MEWO) mintáiból 

volt elvégezve az újgenerációs szekvenálás. Ezért ezen sejtvonalakhoz specifikus, igazolt 

mutációkat kerestem a COSMIC Cell Lines Project (v80) és ATCC adatbázisaiból (3. 

táblázat). A félkövér betűtípussal jelölt mutációkat előzetesen igazolva lettek Sanger 

szekvenálással.  
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3. táblázat. Az Ion Torrent szekvenálás során kiválasztott mutációk, amihez az 

AmpliSeq Designer szoftver segítségével terveztünk specifikus primereket. 

Gén név 
aminosav 

csere 
cDNS 

Homozigóta(2) 

/ 

heterozigóta(1) 

Sejtvonal 

A1CF c.913G>A p.D305N 2 A375 

ABL2 c.2795C>T p.S932F 1 MEWO 

APC c.388A>G p.S130G 2 SK-MEL-28 

BRAF c.1799T>A p.V600E 2;2 A375;SK-MEL-28 

CDK4 c.70C>T p.R24C 1 SK-MEL-28 

CHECK2 c.1180G>A p.E394K 1 SK-MEL-28 

EGFR c.2257C>T p.P753S 2 SK-MEL-28 

FGFR2 c.1906G>A p.E636K 2 A375 

FLI c.1064G>A p.R355K 2 MEWO 

JAK2 c.1774G>A p.E592K 1 SK-MEL-28 

JAK3 c.2078C>T p.P693L 1 SK-MEL-28 

MCF2 c.784G>A p.E262K 2 A375 

MYH2 c.4337C>T p.A1446V 2 SK-MEL-28 

NF1 c.4006C>T p.Q1336* 2 MEWO 

NLRP3 c.913G>A p.D305N 2 SK-MEL-28 

PAGE4 c.215G>A p.R72Q 2 A375 

PTCH1 c.2174C>T p.P725L 2 MEWO 

PTEN c.499A>G p.T167A 2 SK-MEL-28 

RUNX1 c.908C>T p.S303L 1 A375 

SETX c.7018C>T p.R2340* 2 A375 

TP53 c.949C>T p.Q317* 1 MEWO 

TP53 c.772G>A p.E258K 1 MEWO 

TP53 c.434T>G p.L145R 2 SK-MEL-28 

TP63 c.485C>T p.S162L 2 MEWO 

ZNF384 c.1442C>T p.P481L 2 MEWO 

 

4.1.1. Gyűrűs inváziós kísérletek 

A gyűrűs inváziós kísérletek FlexiPERM ® conB sejtkizáró szilikon gyűrűvel lettek 

elvégezve. A kísérletek során a gyűrűket 60x15 mm nagyságú sejttenyésztő csészék 
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közepébe lettek helyezve. A belső sejtkultúra növesztésére alkalmas terület 3.1cm2, míg 

a külső terület 17.9cm2 volt. A szilikon gyűrű kerülete a csésze alján volt megjelölve. Az 

első sejtvonal 300.000 sejtet tartalmazó 3ml DMEM médiumból volt a belső régióba 

helyezve. Miután a sejtek letapadtak a tenyésztő csészére, a szilikon gyűrűt ki vettük, és 

1x PBS mosással eltávolítottuk a sejttörmelékeket. A második sejtvonal (minden esetbe 

a MEWO volt) a csésze teljes felületére lett hozzáadva 6ml DMEM médiumban, amiben 

összesen 600.000 sejt volt. A tenyésztő táp két naponta volt cserélve. Mintavételezés 

során a szilikon gyűrű külső határáról gyűjtöttünk mintát a gyűrű körül egy 10mm széles 

steril kaparóval. Háttér mintaként a tenyésztő csésze széle körül gyűjtöttünk mintát a 

10mm széles steril kaparóval. 

Két fluoreszcens sejtvonal esetén videomikroszkópos felvételek is készültek. A 

tenyésztő csészén jelölt szilikon gyűrű határokat mikroszkóp (Leica Microsystems) 

segítségével folyamatosan figyeltük. Fluoreszcens mikroszkópos felvételek több 

pontban, a szilikon gyűrű külső és belső határában készültek. A képek feldolgozását az 

Image J szoftverrel végeztem. 

A detektált mutáció frekvenciák összehasonlítása érdekében készítettünk 

kalibrációs keverékeket az A375 és a MEWO, valamint a SK-MEL-28 és a MEWO 

sejtvonal párokkal. A kalibrációs sorban a két sejtvonal aránya 2%, 5%, 10%, 25% és 

50% voltak. Mindegyik esetben az MEWO volt a fő (major) sejtvonal. 

4.1.2. DNS izolálás és minőségellenőrzés 

A sejtvonal-specifikus mutációk igazolásához genomiális DNS-t izoláltunk a 

sejtvonal monokultúrákból. Az egyrétegű sejtkultúrát tripszin-EDTA-ás kezelés után 

felszuszpendáltuk, majd a genomi DNS-t a DNeasy Blood and Tissue Kittel (Qiagen, 

Germany) izoláltuk a gyártó protokollja alapján. A PCR reakciókhoz szükséges 500 ng 

DNS-t körülbelül 5 X 105 sejtből izoláltuk minden sejtvonal esetén. A szilikon gyűrű 

sejtinváziós esszében használt sejtekből szintén izoláltunk genomiális DNS-t. Ennek 

során a sejteket sejtkaparóval vettük fel. A DNS koncentrációját és tisztaságát 260 és 280 

nm abszorbancia méréssel ellenőriztük Nanodrop ND1000 spektrofotométerrel.   
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4.1.3. Sejtvonal-specifikus mutációk igazolása 

A homozigóta és a heterozigóta sejtvonal-specifikus mutációkat Sanger 

szekvenálás segítségével validáltuk. A sejtvonal-specifikus mutációkat a COSMIC 

sejtvonal adatbázisán lettek kikeresve (http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines). A DNS 

szekvenáláshoz polimeráz lánc-reakcióval amplifikáltuk a szakaszokat az izolált 

genomiális DNS-ből. 

A PCR reakció összetételét és a PCR reakció feltételeit a 4. és az 5. táblázatba 

foglaltam össze. A PCR reakcióhoz a DreamTaq PCR Master Mix (K1071) lett 

felhasználva. 

4. táblázat. A PCR reakció során alkalmazott reagensek. 

Genomi DNS 500 ng 

dNTP mix 10 mM 

5’-3’ primerek 10-10 µM 

Taq polimeráz (ThermoFisher EP0701EP0701) 5 U 

Taq polimeráz puffer 1x 

ddH2O 25 µl végtérfogatra  

  

5. táblázat. A PCR reakció során alkalmazott hőmérséklet és idő intervallumok. 

Ciklusok Hőfok Idő 

Kezdeti denaturáció 94 °C 3 perc 

35 ciklus 

94 °C 3 perc 

94 °C 30 másodperc 

53 °C 30 másodperc 

72 °C 2 perc 

Végső elongáció 72 °C 6 min 

 

A PCR terméket a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (740609.50) kit 

használatával tisztítottuk meg. A Sanger szekvenálást a Semmelweis Egyetem Genomikai 
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Medicina és Ritka Betegségek Intézetének a laboratóriumában végeztük. A DNS 

szekvenciát a BioEdit és Genedoc szoftverekkel ellenőriztük. 

4.1.4. Videomikroszkópia 

A sejtek mozgásának követését egy számítógép által vezérelt Leica DM IRB 

fordított elrendezésű mikroszkóppal végeztük Marzhauser SCAN-IM állványzattal, 10x 

N-PLAN objektívvel, 0,25 apertúrával, és 5,8 mm gyújtótávolsággal beállítva. Az 

epifluoreszcens felvételeket a mikroszkóphoz kapcsolt Zeiss Colibri világítási rendszerrel 

és Olympus DP70 color CCD kamerával készítettük el. 

A sejtkultúrákat egy mini inkubátorban (CellMovie) tartottuk fenn a 

videomikroszkópia során. Az inkubátorban a sejtvonalak sejt kultúrás Petri csészékben 

(Greiner, Németország) 37 oC-on 5% CO2 mellett voltak fenntartva. A rendszer 72 órán 

keresztül 10 percenként készített egy fáziskontraszt és egy fluoreszcens felvételt a kijelölt 

helyekről. A felvételeket az NIH által fejlesztett ImageJ szoftverrel dolgoztam fel. 

4.1.5. Sejtmozgás mennyiségi meghatározása  

A sejtmotilitás meghatározását a sejtek video-követésével végeztük. A sejteket a 

tenyésztés első 72 órájában követtem videomikroszkópia segítségével. Az xi sejt vi(t) 

sebességét t időben az alábbi képlet (I) szerint számítottuk: 

  I   𝑣𝑖(𝑡) =  
|𝑥𝑖(𝑡+∆𝑡)− 𝑥𝑖(𝑡)|

∆𝑡
 

az eltelt idő (Δt) egy órára volt beállítva. Ilyen időintervallumban az átlagos sejt 

elmozdulás nagyobb 10µm-nél, meghaladva a kézi követés során felmerülő hibákat.  

Az átlagos sebességek számítását a (II) képlet szerint végeztük: 

  II   𝑣(𝑡) =
1

𝑁(𝑡)
 ∑ 𝑣𝑖(𝑡)

𝑁(𝑡)
𝑖=1  

ahol N(t) a követett sejtek összegét, vi(t) pedig az i-edik sejt t időbeni sebességét jelöli. 

A négy sejtvonalról monokultúrában készítettünk videomikroszkópos felvételeket 

72h időtartamban. Minden sejtvonalnál 20 darab sejt mozgását követtem manuálisan, 

majd feldolgoztam az (I) és (II) képletek segítségével.  
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4.1.6. Célzott szekvenálás Ion Torrent technikával 

A sejtvonal-specifikus mutációkra tervezett DNS könyvtárat az AmpliSeq Designer 

szoftverrel terveztük összesen 25 mutációra (3. táblázat). A könyvtárat az AmpliSeq 

Library Kit 2.0-val készítettük el. A folyamat során a primer keveréket (pool) 10 ng 

genomiális DNS-hez adtuk hozzá, majd PCR reakcióval sokszorosítottuk. A szekvenálási 

adapterek rákötése a primerek részleges visszaemésztése után történt. A könyvtár 

tisztítást Agencout AMPure XP reagenssel végeztük el, a végső koncentrációt Qubit 2.0 

eszközön mértük meg. A szekvenáláshoz szükséges emulziós PCR (emPCR) reakciót és 

minta előkészítést Ion OneTouch eszközzel végeztük. Tisztítás után az Ion OneTouch ES 

készülékkel eltávolítottuk a DNS-t nem tartalmazó gyöngyöket. Szekvenálási primerek, 

valamint polimeráz hozzáadása után a kész Ion Sphere Particle (ISP) gyöngyöket egy Ion 

314 csip-re töltöttük és Ion PGM 200 szekvenáló kittel szekvenáltuk 600x lefedettséggel. 

4.1.7. Célzott újgenerációs szekvenálási adatok bioinformatikai feldolgozása 

Az Ion Torrent technikával nyert célzott szekvenálási leolvasások minőségét 

FastQC szoftverrel ellenőriztem, a leolvasások nyírását a trimmomatic szoftverrel 

végeztem [112]. A megmaradt jó minőségű leolvasásokat a BWA MEM szoftverrel [116] 

illesztettem a GRCh37 referencia Humán genomra. Az illesztett leolvasásokat a samtools 

szoftvercsomaggal rendeztem és formáztam a tömörített BAM formátumra. Végül a 

leolvasások illesztésének minőségét tovább javítottam a GATK által javasolt eljárása 

alapján [111]. 

A mutáció keresést a samtools mplileup szoftver [126] alap-beállításával végeztem, 

ahol csak az ismert mutációkat lefedő részekre szűkítettem az elemzést. A kimenetből ki 

lehetett számolni az egyes mutációkat tartalmazó, vagy nem tartalmazó leolvasások 

arányát. 

4.1.8. A szekvenálási lefedettségek összefüggésének in silico vizsgálata a 

mutációk frekvenciájával  

Az in silico vizsgálatot elvégeztem 50x, 100x, 200x, 250x, 400x, 500x, 600x, 700x 

és 1000x lefedettségi értékekkel, valamint minden percentilisen 1-99% között. A 

szimulálás során először generáltam 10.000 elemet (leolvasást). Az adott percentilisnek 
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(várt) megfelelő arányú elemet megváltoztattam, majd az elemeket összekevertem Fisher-

Yates keveréssel. Végül az első N elemből kiszámítottam a mutáció frekvenciát (mért), 

ahol N az adott lefedettséget képviselte. Minden lefedettségi értékre 100x ismétlést 

végeztem. 

4.2. Az ovárium-tumor minták újgenerációs szekvenálási adatainak feldolgozása 

A petefészek tumorok multi-régió szekvenálása öt betegből volt elvégezve. A 

minták gyűjtése az Országos Onkológiai Intézetben történt a 001-ÁLT.-9444-1/2013/59 

kódú etikai engedéllyel. Minden betegtől egy normál vérszövet, valamint a műtött 

tumorból három részlet lett kigyűjtve. Az egyes mintákra vonatkozó klinikai adatokat a 

6. táblázatba foglaltam össze. Fontos volt, hogy egyik betegnél sem alkalmaztak genetikai 

összetételt befolyásoló neoadjuváns kezelést 

6. táblázat. A petefészek tumoros betegek fő klinikai jellemzői. 

Azonosító Kor Stádium Grade Hisztológia 

CA125 

(U/mL) 

Laparotómia 

(optimális/szub-

optimális) 

909 64 pT3a G3 szerózus 326 Optimális 

847 65 pT1c G1 endometrioid 295 Optimális 

328 64 pT3c G3 szerózus 459 Szub-optimális 

358 60 pT3b G3 szerózus 1970 Optimális 

239 49 pT3c G1 endometrioid 672 Szub-optimális 

 

A vér és tumor mintákból a „Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit” kit segítségével 

izoláltuk a DNS-t a gyártó protokollja alapján (Qiagen GmbH, Hilden, Németország). A 

DNS koncentrációk NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (BCM, Houston, TX, USA) 

és Qubit 3.0 Fluorometerrel (Thermo Fisher Scientific, USA) is lemértük. 

Minden beteg tumor mintájából három térben elválasztott régióból izoláltunk DNS-

t, amit a 13. ábrán illusztrálok. A „Régió 1” minta egy biopszia mintának felel meg. A 

„Régió 2” a lokális minta, ekkor a biopszia közvetlen közelében lévő 3 darabot 

egyesítettünk, amiből elvégeztük a DNS izolálást. A „Régió 3” a globális mintának felel 

meg, ekkor a tumornak mind a három részéből együttvéve izoláltunk DNS-t. A betegektől 

rendelkezésre állt vérminta is az öröklött mutációk azonosítására. 
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13. ábra. Mintavételezés a tumor mintákból. Minden betegtől 3 tumor részlet állt 

rendelkezésre. A biopsziáknál és lokális mintáknál a DNS-t egy tumor részletből 

izoláltuk. A globális minta esetén mind a három részletből lett DNS izolálva.  

 

Az egyes mintákból izolált DNS koncentrációkat és mennyiségeket a 7. táblázat 

foglalja össze. A minta azonosító első három karaktere a beteg azonosító, utolsó karaktere 

jelöli, hogy a vérmintából (0), a biopsziából (1), a lokális mintából (2), vagy a globális 

mintából (3) származik a DNS. Ezeket a mintákat a BGI laboratóriumába 

(https://www.bgi.com/, Hong Kong, Kína) küldtük ki teljes exom szekvenálásra.  
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7. táblázat. Újgenerációs szekvenálásra kiküldött minták koncentrációja 

Minta 

azonosító 

koncentráció 

(Qubit) (ug/ml) 

térfogat 

(ul) 

DNS 

hozam (ug) 

OD 260 

/280 

909-0 58,45 100 5,845 1,85 

909-1 75,6 200 15,12 1,92 

909-2 70,6 200 14,12 1,98 

909-3 120 200 24 1,96 

847-0 125,6 100 12,56 1,81 

847-1 100 100 10 1,98 

847-2 93,2 100 9,32 1,98 

847-3 136 >50 6,8 1,98 

328-0 66,35 100 6,635 1,83 

328-1 177,6 100 17,76 1,97 

328-2 99,8 100 9,98 2,04 

328-3 99,4 100 9,94 2,04 

358-0 25,2 100 2,52 1,53 

358-1 507,8 100 50,78 1,91 

358-2 133,6 100 13,36 1,93 

358-3 123,6 100 12,36 1,92 

239-0 45,1 100 4,51 1,8 

239-1 122,8 100 12,28 1,99 

239-2 72 100 7,2 1,98 

239-3 188 100 18,8 1,98 

 

4.2.1. Leolvasások illesztése a referencia-genomra 

Az exom szekvenálásból származó leolvasások minőségét a FastQC szoftverrel 

ellenőriztem, a leolvasások nyírását a trimmomatic szoftverrel végeztem. A megfelelő 

minőségű leolvasásokat a BWA MEM szoftverrel illesztettem a TCGA lerakatából 

letöltött GRCh38.d1.vd1 Humán referencia genomra. A SAM formátumú illesztett 

leolvasásokat a samtools szoftvercsomaggal rendeztem és formáztam a tömörített BAM 

formátumra. 
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4.2.2. Az illesztések előfeldolgozása  

Az illesztett és rendezett BAM-formátumú illesztett leolvasásokban a 

duplikátumokat a picard-tools szoftver segítségével jelöltem meg. Az illesztett 

leolvasásokban az inszerciók és deléciók környékén újraillesztést végeztem a GATK 

RealignerTargetCreator és IndelRealigner programok segítségével. Ez az újraillesztés 

kijavítja az illesztés minőségét azon régiókban, ahol magas az indelek és szubsztitúciók 

aránya. Végül a leolvasásokon a minőségi értékeket újra kalibráltam a GATK BQSR 

szoftverével. 

4.2.3. A szomatikus és az öröklött mutációk azonosítása és annotálása 

A szomatikus mutációk azonosítását a GATK mutect2 szoftverrel végeztem el (14. 

ábra). A mutect2 egyszerre elemez egy normál szövetből és egy tumor szövetből 

származó BAM fájlokat. Működése során kikeresi azon mutációkat, melyek 

azonosíthatók a tumor mintában, viszont a normál mintában hiányoznak. A mutáció 

keresést alapbeállításokkal végeztem. A szoftver eredményét csak azokra a mutect2 által 

elfogadott („PASS”-ként jelölt) mutációkra szűrtem, ahol mind a normál, mind a tumor 

mintában is legalább 50 leolvasás lefedett, a mutációt a tumorban legalább 5 leolvasás 

tartalmazta, illetve a normál mintában maximum 1 leolvasásban volt jelen. 
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14. ábra. A petefészek tumorok adatainak feldolgozása. A tumor ploiditás és tumor sejt arány számítást a sequenza szoftverrel, szomatikus 

mutációk azonosítását a mutect2 és az mcaller szoftverekkel, az öröklött mutációkat pedig a GATK HaplotypeCaller szoftverrel 

azonosítottam.  
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Az öröklött mutáció azonosítását a GATK HaplotypeCaller programjának alap 

beállításaival végeztem (14.ábra). Az egyes normál minták illesztett és rendezett BAM 

fájljaiból gVCF módban történt az elsődleges mutáció keresés. A betegekre külön 

generált GVCF fájlokból együttesen genotipizáltam a GATK GenotypeGVCFs program 

segítségével. A nyers mutációkat tartalmazó VCF fájlon végül a VariantRecalibrator 

programmal végeztem a minőségi kalibrálást [111].  

A mutációk génekhez való kapcsolását az SNPeff programmal [140] végeztem a 

GRCh38.86 Humán genom verzió adatbázisának felhasználásával. Ez alatt csak a 

kanonikus gén izoformákat használtam az annotálásra. A zaj arányának csökkentése 

érdekében csak génekben, vagy valamely géntől maximum 5,000 bp távolságra 

elhelyezkedő mutációkat fogadtam el.  

Végül a normál minták mutációit tovább annotáltam a dbSNP [141] és ClinVar 

[142] adatbázisok felhasználásával. A dbSNP adatbázissal való annotálás segítségével 

sikerült beazonosítani az irodalomban már ismert populációs polimorfizmusokat. A 

ClinVar adatbázis felhasználásával ki tudtam keresni az ismerten patogén, illetve 

benignus mutációkat. 

4.2.4. A szomatikus mutáció együttes azonosítása 

A mutect2 csak egyedi minták feldolgozására alkalmas, emiatt kifejlesztettem egy 

mutáció kereső szoftvercsomagot a minták együttes feldolgozására, amit mcaller-nek 

neveztem el (14.ábra). A szoftver a megadott bemeneti mutáció listán egyenként halad 

végig, a BAM fileokban kikeresi azon „aktív” régiókat, ahol valamennyi mintában 1-nél 

több mutáció található, amiknél elvégzi a mutáció keresést. Az eredmény egy olyan 

táblázat, ami tartalmazza a szomatikus mutációkat, valamint minden mintára egyedileg 

listázza a minőségi paramétereket, mint a lefedettség, a mutáns leolvasások számát, a 

szignifikancia szintet a háttérhez képest, és egyéb minőségi paraméterek. A program a 

github lerakatban érhető el (https://github.com/pongorlorinc/mcaller). 

4.2.5. A leolvasások szűrése és beolvasása az mcaller szoftverben 

Az mcaller a feldolgozást a rendezett illesztési adatokat tartalmazó BAM fájlokból 

végzi. Az egyes leolvasások szűrési paraméterei a szoftverben külön változtathatók. 
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Alapértelmezett használatakor kiszűri azon leolvasásokat, amikben 1) egy vagy kisebb az 

illesztési minőség, 2) duplikátumként van jelölve, 3) paired-end szekvenálásnál a pár 

másik kromoszómára illeszkedik, 4) négy vagy több változás van a referenciához képest, 

valamint 5) találhatóak un. „hard” valamint „soft” levágások az illesztésben. 

Az elfogadott leolvasások feldolgozása során az egyes bázisok adatait a program 

kétdimenziós minőségi mátrixokban tárolja, külön minden bementi mintára. Egy mátrix 

x-tengelye a vizsgált régió referencia szerinti pozícióját jelöli, y-tengelye viszont az adott 

pozícióban illeszkedő bázisok minőségét tartalmazza a négy lehetséges bázisra vetítve. 

Mivel megkülönböztetjük az előre- valamint vissza irányban illeszkedő leolvasásokat, 

emiatt a két irány adatait külön mátrixban tárolja a program. A beolvasás során az mcaller 

összehasonlítja az összes leolvasás szekvenciáját a referenciával és egy külön vektorban 

eltárolja minden pozíciónál a nem-referencia változások számát. Ha egy adott pozícióban 

elegendő változás található, azt eltárolja egy szótárban (angolul „hash”), mint mutáció 

keresésre alkalmas aktív régió.   

4.2.6. Mutációk keresés aktív régiókban 

A mutáció keresés során a szoftver először az aktív régió +/-10bp környezetében 

kiszámolja a zaj arányát a pozíciónként található mutációk átlaga alapján. A zajhoz 

továbbá hozzáadja a lefedettségének 0,25%-át, ami közelíti a szekvenálás várható 

pontosságát. A szoftver Poisson kumulatív eloszlás függvény felhasználásával számítja 

az aktív régióban lévő mutáció valószínűségét a zajhoz képest.  

A következő lépésben a szoftver megvizsgálja a mutáció irányultsági eltérését az 

adott régiót lefedő leolvasásokhoz képest. A lépés során a szoftver kiszámítja az adott 

régió leolvasási irányultságait, valamint a mutáns leolvasások irányultságait a minőségi 

mátrixból. A kapott értékeket egy Fisher teszt segítségével hasonlítja össze.  

Az utolsó lépés során a szoftver megvizsgálja, hogy a mutáns leolvasások minősége 

mennyire tér el a környezetben lévő leolvasások minőségétől Poisson kumulatív eloszlás 

függvény felhasználásával. Ez segít kiszűrni a rossz minőségű leolvasásokból származó 

mutációkat. 

A mutáció keresés végén az mcaller minden mintára külön oszlopban kilistázza 

minden mutációra az egyes tesztek szignifikancia értékét. A szoftver normál mintát is 
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feldolgoz a tumor mintákkal együtt, így eredményében feltünteti az öröklött mutációkat 

is.  

4.2.7. Kópiaszám változás elemzés 

A kópiaszám változás elemzést a sequenza szoftver segítségével végeztem (14. 

ábra). A sequenza részben python, részben R szoftvernyelven készült, elő-

feldolgozásként a samtools és copynumber (R csomag) programokat használja fel.  

Bementeként két BAM fájlt kell megadni, egyet-egyet a normál és tumor mintákból. 

Az elemzés első lépéseként a BAM formátumú leolvasásokat mpileup formátumra 

kell alakítani a samtools szoftvercsomaggal. Ez alatt kiszűrtem az 5-nél kisebb illesztési 

minőséggel rendelkező leolvasásokat. Az mpileup kimenetből a szoftver először kikeresi 

a normál mintában lévő mutációkat (heterozigóta és homozigóta), valamint kiszámítja a 

variánsok allél frekvenciájukat. A következő lépésben kiszámítja ezen mutációk variáns 

allél frekvenciáját a tumorban is. Ez a lépés segít beazonosítani azon genom régiókat, 

ahol a mutációk frekvenciája eltolódik a két minta között egy feltehető kópiaszám 

változás esemény miatt. Következő lépésben GC-arány normalizálást végez a normál és 

tumor minták lefedettségi arányaival. A normalizálás után a copynumber csomaggal 

elvégzi az allél-specifikus szegmentálást, valamint a tumor arány és a ploiditás 

becsléseket. 

A szoftver által választott optimális értékek gyakran alul becsülik a tumor arányt, 

és felülbecsüli a ploiditást. Az eredmények javítása érdekében minden elemzést külön 

elvégeztem a szuboptimális értékekkel is. A ploiditást és a tumor arányokat az egy beteg 

mintái közt legközelebbi értékek alapján választottam. 

4.2.8. A mutációs mintázatok meghatározása 

A mutációs mintázatokat a MutationalPatterns programcsomaggal [143] 

számítottam ki R környezetben. Előszőr minden beteg adataiból kiválasztottam az egyes 

régiókban közös mutációkat. A következő lépésben letöltöttem a BSgenome által 

előkészített GRCh38 referencia humán genomot. Ez után letöltöttem az Alexadrov és 

munkatársai által előre generált mintázatokat [26] a COSMIC adatbázisból [17]. A 

letöltött adatok felhasználásával a MutationalPatterns csomagban lévő 
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fit_to_signatures() és plot_contribution() függvényekkel határoztam meg az egyes 

mintázatok hozzájárulását a betegekben mért mutációkhoz. 

4.3. A TCGA adatbázis emlődaganatos és nem-kissejtes tüdőrák mintáinak 

feldolgozása 

A TCGA (The Cancer Genome Atlas) adatbázisból összesen 762 emlőtumoros és 

555 nem-kissejtes tüdőrákos beteg adatait dolgoztam fel. Az adatokat a geneTorrent 

(v3.8.5) szoftver segítségével töltöttem le a CGhub lerakatról. Minden betegnél adva volt 

egy tumorszöveti, valamint egy normál vérből végzett exom szekvenálási adatsor. A 

feldolgozott adatbázis meghaladta a 20Tb méretet.  

Mivel a letöltött exom szekvenálási adatok a GRCh37, GRCh37-lite, és HG19 

genom verziókra lettek illesztve, emiatt az adatelemzést csak a fő kromoszómákra 

szűkítettem, mivel a bázissorendjük minden esetben megegyezett, csak a kromoszóma 

nevek különböztek (példa. „chr1” és „1”).  

4.3.1. Azonosított mutációk annotálása 

Az exom szekvenálási adatokból való mutációk azonosítását a Mutect szoftver alap 

beállításával [144] végeztem. A Mutect osztályozó rendszere által „KEEP”-ként jelölt 

mutációkat használtam fel. További szűrés során kikerestem azon mutációkat, ahol a 

lefedettség legalább 20x, valamint legalább 4 leolvasás támasztotta alá a mutációt. 

A megszűrt mutációk annotálását az SNPeff (v3.5) szoftverrel végeztem [140]. 

Ehhez a GRCh37 Humán genom annotációs adatbázisát az SNPeff letöltő moduljával 

készítettem elő. Az SNPeff-el végzett annotáció eredményeként minden mutációról 

megkaptam, hogy mely génben, vagy gén közelében helyezkedik el, illetve, hogy milyen 

típusú változást okozott. A kapott változás típusok az alábbi kategóriákba voltak sorolva: 

aminosav cserét okozó, csendes mutáció, STOP vagy START kodont érintő mutáció, 

intron mutáció, splice mutáció, valamint korai STOP kodont okozó mutáció.  

Az annotált SNPeff mutációkat egy betűs kódolás segítségével redukáltam. Az 

elemzések egyszerűsítése érdekében készítettem egy olyan adat mátrixot, amiben a 

betegek oszlopokban, a gének sorokban lettek feltüntetve, a mutáció típusok a cellákban 

az egy betűs kódolással szerepeltek.   
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4.3.2. Génkifejeződési adatok gyűjtése és normalizálása 

A TCGA adatbázisban minden betegről elérhető volt a tumor minta RNS-

szekvenálásból származó normalizálatlan génkifejeződési adata is. Az RNS szekvenálást 

minden esetben Illumina HiSeq 2000 eszközön végezték. Az adatok normalizálását 

RSEM-el végeztem [123]. 

A microarray alapú génkifejeződési adatokat az EGA (European Genome-Phenome 

Archive) és GEO (Gene Expresion Omnibus) adatbázisokból értem el. Az adatbázisban 

5,934 beteg nyers Affymetrix CEL formátumú génkifejeződési fájlja volt elérhető. Az 

adatokat MAS5 normalizálással dolgoztam fel a Bioconductor Affy [145] könyvtárában 

R (v3.02) szoftverkörnyezetben.  

4.3.3. Statisztikai elemzés 

A génkifejeződés változást ROC (Reciever Operating Characteristic) elemzéssel 

végeztem R környezetben a Bioconductor ROCR csomagjával [146]. Az AUC (Area 

Under the Curve) értéket a ROCR prediction() és performace() függvények 

felhasználásával számítottam ki. A számított eredményeket p<0,01 valamint >0,65 AUC 

értékekkel szűrtem.  

Túlélés elemzést az R környezetben fejlesztett survplot csomaggal végeztem 

(http://www.cbs.dtu.dk/~eklund/survplot/). Szignifikancia küszöbként a p<0,05 valamint 

HR>1,44 választottam. 

4.3.4. A G-2-O (Genotype-to-Outcome) elemző rendszer 

Munkám során egy olyan elemző rendszert fejlesztettem, amely párhuzamosan gén 

kifejeződési és génmutációs adatokat is felhasznál a túlélés elemzés során. Az algoritmus 

három adatbázist használ fel: a TCGA adatbázisból származó mutációs és RNA-seq 

adatokat, valamint független validációs adatbázisként egy microarray alapú 

génkifejeződési adatbázist. A módszer működése két fő szakaszra bontható, bemenetként 

egy gén nevet vagy azonosítót kell adni, kimenetként meg Kaplan-Meier túlélési görbéket 

készít (15. ábra). 
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Az elemzés első szakaszában a szoftver kikeresi a kiválasztott gén mutációjának 

állapota függvényében megváltozott kifejeződést mutató géneket a TCGA adatok 

felhasználásával. A mutációval rendelkező és vadtípusú tumorok közti génkifejeződés 

változást ROC (Reciever Operating Characteristic) elemzéssel végzi el a szoftver, aminek 

az eredménye egy táblázat, ami tartalmazza a felül- és alulszabályozott géneket, a két 

csoport medián génkifejeződési szintjét, valamint a statisztikai eredményeket.  

A második szakaszban történik a túlélés elemzés a független microarray adatbázis 

felhasználásával. Az előző lépésben azonosított géneket a szoftver kikeresi a microarray 

adatbázisban, majd kiszámolja minden betegnél a gének átlagos kifejeződési szintjét 

(ujjlenyomat kifejeződés). A kapott metagén kifejeződési szintekből kikeresi a medián 

értéket, amely alapján a betegeket magas vagy alacsony kifejeződési csoportokra bontja. 

Végül a kettébontott csoportok felhasználásával készít túlélés elemzéssel Kaplan-Meier 

ábrákat. Az elemzés során lehetőség van kiválasztani, hogy a metagén legyen kombinált 

(minden gén), vagy ketté bontva alul- illetve felülszabályozott génekre [147]. A metagén 

ketté bontásakor két túlélési görbe készül, külön az alul- illetve a felül szabályozott 

génekre. 
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15. ábra. A G2O elemzőrendszer folyamatábrája. A rendszer először azonosítja a 

kiválasztott gén mutációjával összefüggő megváltozott kifejeződést mutató géneket 

ROC elemzéssel a TCGA adatbázis felhasználásával, majd az azonosított génekkel 

túlélés elemzést végez egy független gén csip adatbázison. 
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5. Eredmények 

5.1. A sejtvonalak motilitásának hatása az újgenerációs szekvenálás eredményére  

5.1.1. Sejtvonal paraméterek meghatározása monokultúrákkal 

A négy vizsgált sejtvonalról (A375, MEL-JUSO, SK-MEL-28 és MEWO) 

készítettünk egy-egy monokultúrás videomikroszkóp-felvétel sorozatot. Ennek során 72 

órán keresztül 10 percenként készültek a fáziskontraszt felvételek (16/A ábra). Az 

elkészült felvételekből minden sejtvonal esetén 20 darab sejtnek a mozgását követtem, 

majd elemeztem. Az elemzés eredményeként megkaptam a négy sejtvonal mozgási 

sebességét, valamint a sebesség valószínűségi eloszlásokat (16/B ábra). Az 

eredményekből látható, hogy a MEWO sejtvonal általában 2-5 µm/órával lassabb volt a 

többi sejtvonalnál, így ezt választottam kontroll sejtvonalnak. Inváziós sejtvonal 

kategóriába az A375 és SK-MEL-28 sejtvonalakat soroltam be. A MEL-JUSO (GFP) 

sejtvonalat kontrollként használtam fel a fluoreszcens videomikroszkópos követési 

kísérleteknél. 

Az újgenerációs szekvenáláshoz kiválasztott sejtvonalakból (A375, SK-MEL28, 

MEWO) Sanger szekvenálással leellenőriztünk 3 sejtvonal specifikus mutációt (16/C 

ábra). A BRAF gén V600E mutációja jelen volt mind az A375, mint a MEWO 

sejtvonalakban, az SK-MEL-28 sejtvonal viszont nem tartalmazta. A TP53 gén 

tekintetében az SK-MEL-28 sejtvonal szintén vad típusú volt, miközben az A375 

sejtvonal tartalmazott egy szinonim mutációt, illetve a MEWO sejtvonalban egy 

aminosav cserét okozó mutáció volt detektálható. Ezen kívül az EGFR génben 

kimutattunk két különböző aminosav cserét okozó DNS mutációt az SK-MEL-28 és 

MEWO sejtvonalakban. 
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16. ábra. Az inváziós kísérletek előtt meghatározott sejtvonal specifikus 

paraméterek. A) A monokultúrás videomikroszkóp felvételek az A375 sejtvonalról. 

B) A videomikroszkóp felvételekből meghatározott mozgási sebességek és sebességi 

valószínűségek. C) Sanger szekvenálással igazolt mutációk a BRAF, a TP53 és az 

EGFR génekben. 

5.1.2. Az inváziós kísérletek 

Az inváziós kísérleteket szilikon gyűrűk felhasználásával végeztük (17/A ábra). A 

kísérlet előkészítése során először az inváziós sejtvonalat (A375 vagy SK-MEL-28) 

tenyésztettük a szilikon gyűrűn belül. Miután a sejtek megfelelően letapadtak, 

eltávolítottuk a gyűrűt, és a csésze teljes felületére helyeztük le a MEWO sejtvonalat.  

Az invázió vizsgálatát ellenőrzésként fluoreszcens videómikroszkópia segítségével 

is elvégeztük. Ennek során a MEL-JUSO (RFP) sejtvonalat választottuk, mint inváziós 

sejtvonal, az A375 (GFP) sejtvonal volt a kontroll. A felvételekben 20 sejt követésével 

vizsgáltam a vándorlási irányokat. Az útvonalakból az látszódott, hogy bár többnyire 

véletlenszerű volt a mozgás irány, valamennyire a tér telítettségétől függött, ahol a sejtek 

inkább a kevésbé telített részek irányába mozogtak. 

Az inváziós kísérletekhez az A375 / MEWO és SK-MEL-28 / MEWO sejtvonal 

párokat használtuk, mindkét esetben a MEWO volt a külső sejtvonal. Mindkét kísérletet 

kétszeres ismétléssel végeztük el. A 72 órás inváziós kísérlet után sejtkaparóval 10mm 

széles sávban gyűjtöttünk mintát a szilikon gyűrű széle körül és kontrollként a tenyésztő 
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csésze fala körül. A mintákból végzett DNS izolálást követően végeztük a 25 gén szakasz 

célzott újgenerációs szekvenálását (3. táblázat). Az azonosított DNS mutációk típusa és 

frekvenciája alapján mértem az invázió mértékét. 

  

17. ábra. A gyűrűs inváziós kísérlet elve. A) Először az egyik sejtvonalat tapasztjuk 

le egy szilikon gyűrű segítségével a tenyésztő csésze közepére. A letapadás után a 

gyűrűt eltávolítjuk, és a második sejtvonalat a teljes felületre tapasztjuk. Az inváziós 

kísérlet végén két mintát gyűjtünk a szilikon gyűrű körül. B) Az inváziós kísérletek 

fluoreszcens videomikroszkópiával való validálása az A375 (RFP) és a MEL-JUSO 

(GFP) sejtvonalakkal. 

Az A375 és a MEWO sejtvonalak inváziós kísérlete során az inváziós mintákban 

18,5% volt az infiltráció mértéke (18. ábra). Az értéket a két sejtvonal homozigóta 

mutációk frekvenciája alapján számítottam ki. Ehhez képest a külső kontroll régióban 

kevesebb, mint 1% volt az infiltráció mértéke, ami alacsony zaj arányra utal. A MEWO 

sejtvonal heterozigóta mutációinak frekvenciája 54% volt a kontroll mintában, valamint 

42% az inváziós mintában.  

Az SK-MEL-28 és a MEWO sejtvonalak inváziós kísérlete során 8,9% volt az 

infiltrációja mértéke az inváziós mintákban (18. ábra). A kontroll régióban 2 leolvasásban 

azonosítottam SK-MEL-28 sejtvonal specifikus mutációkat, ami szinte teljesen 

elhanyagolható volt a közel 1000 db leolvasáshoz képest. 
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18. ábra. Az inváziós kísérletek eredményei. Az A375 / MEWO sejtvonalak inváziós 

kísérlete során 18,4% volt az invázió mértéke a belső mintában, külső mintában 

0,4% kontaminációt mértünk. Az SK-MEL-28 / MEWO sejtvonalak inváziós 

kísérlete során 8,9% inváziót mértem a belső mintában, a külső kontroll mintában 

0% volt a kontamináció. 

A külső kontroll régióban lévő MEWO sejtvonal homozigóta mutációk 

frekvenciája egyik esetben sem érték el a 100%-os értéket. Ráadásul az inváziós 

sejtvonalak homozigóta mutációk frekvenciájának a szórásai egy kísérleten belül 6-12% 

között ingadoztak. Ez erősen befolyásolhatja a mutáció detektálásának lehetőségét, 

valamint a mutáció frekvenciákra épülő tumor evolúciót becslő programok eredményét. 

A biológiai ismétlések között átlagosan 3,8% (0-9% intervallumban) volt a mutáció 

frekvenciák közti különbség magas lefedettségeknél (>100x leolvasás), átlagosan 7,6% 

(0-34% intervallumban) ha az alacsonyabb lefedettségű mutációkat is bevontam. 

Invázió során az A375 sejtvonal szignifikánsan nagyobb infiltrációt ért el az SK-

MEL-28 sejtvonalhoz képest (p=0,011), ami a MEWO sejtvonal homozigóta mutáció 

frekvenciáinak összehasonlítása során is észlelhető (p=0,0059) volt. Viszont nem 

tapasztaltam szignifikáns különbséget a két sejtvonal inváziója között, amikor csak 

heterozigóta mutációkat hasonlítottam össze (p=0,39). Ennek egy lehetséges magyarázat, 
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hogy a heterozigóta mutációk kisebb mutáció frekvenciával rendelkeznek, ezzel 

csökkentve az százalékos különbségeket.  

5.1.3. Sejtvonal kalibrációs sorok elemzése 

Kalibrációs sort vettünk fel annak vizsgálatára, hogy ismert összetételű mintában 

milyen pontosan lehet meghatározni a sejtvonalak arányát újgenerációs szekvenálással. 

A kalibrációs szekvenálás során két sejtvonal lett összekeverve 2% / 98%, 5% / 95%, 

10% / 90%, 23% / 75% és 50% / 50% arányokban (19/A ábra), az A375 / MEWO és SK-

MEL-28 / MEWO sejtvonal párokkal külön, mindkét esetben két technikai ismétléssel. 

Azon esetekben, ahol az egyik sejtvonal tette ki az arány nagy részét, ott a mutáció 

frekvenciák nagyobb pontossággal követték az összetétel arányát. Viszont, ahol a két 

sejtvonal (közel) azonos mennyiségben volt jelen, ott a mutációk frekvenciájának a 

szórásai 8% és 17% közé estek magas lefedettségeknél (19/B ábra). Heterozigóta 

mutációknál szinte minden esetben magasabb volt a szórás, ilyenkor a két sejtvonal 

aránya kevésbé befolyásolta az eredményt. A mutációk frekvenciájának a szórásai 1,6% 

és 5,6% közé estek a technikai ismétlések között is (19/C ábra).  
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19. ábra. A sejtvonal kalibrációs sor kísérletek során újgenerációs szekvenálással 

mért mutáció frekvenciák. A) A kalibrációs sor összetétele. B) A MEWO / A375 

sejtvonal párokból mért homozigóta mutáció frekvenciák. C) A MEWO / SK-MEL-

28 sejtvonal párokból mért heterozigóta mutáció frekvenciák. 

Az in silico modellezés során számított mutációk frekvenciájának átlagos szórása a 

kalibrációs szekvenáláshoz hasonló eredményt mutatott (20. ábra). Alacsony 

lefedettségeknél (50x) az átlagos szórások 4.6% voltak, míg magas lefedettségeknél ezek 

1,2%-ra csökkentek. 
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20. ábra. A mutáció frekvencia és szekvenálási lefedettség összefüggésének in silico 

vizsgálata. A lefedettség növelésével csökkentek a maximális, valamint az átlagos 

mutáció frekvenciák szórása. 
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5.2. A petefészek tumorok multirégiós szekvenálása 

A vizsgálat során öt petefészek tumorból végeztünk újgenerációs teljes exom 

szekvenálást a szekvenált tumor minta méret és a detektált szomatikus mutációk 

számának összefüggésének meghatározására.   

Mindegyik betegnél meghatároztam az öröklött mutációkat a normál (vér) mintából 

végzett szekvenálások eredményeiből. Az azonosított mutációkat funkcionálisan 

annotáltam az SNPeff programmal. A populációs SNP-ket a dbSNP adatbázissal 

határoztam meg, a ClinVar adatbázis segítségével patogenitással összefüggő variánsokat 

kerestem. Az öröklött mutációk közt 7 variáns rendelkezett bizonyított patogén státusszal, 

ezek a BRCA1, a BRCA2, a CFH, az ABCC6, az MPO, az NTRK1 és a NUP93 géneket 

érintették.  

5.2.1. Homológ rekombinációban fontos szerepű gének mutációi 

Három mintában azonosítottam a DNS kettős-szál törésének javításában 

kulcsszerepű génekben öröklött mutációkat. A 909-es betegben a BRCA2 génben egy 

olvasási keretet eltoló egybázisos törlődést találtam (21/A ábra), ami a fehérje aminosav 

szekvenciáját teljesen megváltoztatta. A 328-as mintában egy glutaminból arginin 

aminosav cserét okoz mutációt azonosítottam a PALB2 génben (21/B ábra). A PALB2 

génben több patogén variáns található a ClinVar adatbázisban, így feltételezhetően az 

azonosított mutáció hozzájárulhat a tumor genetikai instabilitásához. A 358-as mintában 

a BRCA1 génben találtam egy kétbázisos olvasási keret eltolódást okozó törlődést (21/C 

ábra). A három öröklött mutációt vizuálisan igazoltam az IGV (Integrated Genomic 

Viewer [148]) program segítségével. Mindhárom mutációnál törlődött a vad típusú allél 

a tumorban, esetükben szignifikánsan növekedett a tumor mintákban mért mutációk 

frekvenciája a normál mintákhoz képest (BRCA1: p=1.5E-03; BRCA2: p=6.5E-05; 

PALB2: p=1.7E-08) Fisher-teszt alapján.  
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21. ábra. Azonosított öröklött mutációk homológ rekombinációban (HR) résztvevő 

génekben. Minden esetben szomatikusan törlődött a vad allél a tumorban. A) A 909-

es betegben egy BRCA2 kereteltolódásos deléció volt található. B) A 328-as betegben 

egy öröklött PALB2 mutáció volt található. C) A 358-as betegben a BRCA1 génben 

volt található egy kereteltolódást okozó mutáció. 

5.2.2. Kópiaszám-változás elemzése és a tumor-arány számítása 

Tumorokban gyakoriak a genom instabilitásából származó gén, illetve kromoszóma 

kópiaszám változások. A megfelelő becslésükhöz fontos paraméter a tumorsejtarányok 

pontos számítása. 

A kópiaszám-változások számításának első lépése a tumorsejtarányok és a tumor-

ploiditás értékek meghatározása volt a sequenza programmal. Az illesztett adatok 

feldolgozása során a program optimális értékeket becsült mind a két paraméterre, 

melyekkel elvégezte az automatizált teljes feldolgozásokat. A tumorsejtarányok, a 

ploiditás értékek és az utólagos valószínűségük (LPP érték) függvényében a program 

optimális mellett szub-optimális értékeket is megjelölt az LPP értékek lokális maximumai 

alapján. (22. ábra). A tumorsejtarányok a tumorokban lévő normál szövet kontaminációk 

arányáról adott információt. A ploiditás értékek viszont a tumorok genom másolatainak 

számát adta meg (diploid genom esetén kettő), ami hibás osztódás során változhat. 
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22. ábra. A tumorsejtarány (cellularitás) és a tumor ploiditás utólagos valószínűségi 

diagramok a betegek biopszia régiójáról. Minden diagramban megtalálható az 

optimális (fekete pont) és szub-optimális érték (kereszt). 

A megfelelő tumorsejtarány és ploiditás értékelése során azon értékeket 

választottam, ahol a ploiditás a leghasonlóbb volt egy beteg három régiója között. Azon 

esetekben, ahol egy ploiditás értékhez több tumorsejtarány érték társult, ott a többi 

régióhoz leghasonlóbb tumor arány értéket választottam. A választott értékeket az 8. 

táblázatban tüntetem fel. 
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8. táblázat. Az egyes beteg mintáinak választott tumor arány és ploiditiás értékei. 

  Biopszia Lokális Globális 

Minta 

Tum. 

arány 
Ploiditás 

Tum. 

arány 
Ploiditás 

Tum. 

arány 
Ploiditás 

239 80,00 2,80 0,76 2,80 86,00 2,70 

328 69,00 1,90 76,00 1,90 82,00 1,90 

358 32,00 2,90 34,00 3,10 43,00 3,30 

847 61,00 3,10 54,00 2,20 18,00 2,20 

909 78,00 2,30 80,00 2,30 80,00 2,50 

 

A tumorsejtarány és ploiditás értékek meghatározás után elvégeztem a kópiaszám 

változás elemzést. A legtöbb kópiaszám változással rendelkező betegben 87 szegmens 

volt érintett. A legkevesebb eseménnyel rendelkező betegben összesen 47 változást 

találtam. Az egyes régiók közt az események nagyfokú homogenitást mutattak, legalább 

95,7% fedték le egymást a hosszuk több mint 95%-ában. Az egyes tumorokban 

azonosított kópiaszám változások számát a 9. táblázatban foglaltam össze. 

9. táblázat. A kópiaszám változás események száma, valamint a százalékos 

átfedésük. Látható, hogy a kópiaszám változások legalább 93%-ban egyeztek meg 

az egyes minták között. 

   Kópia szám 

változás (db) 

Közös (%) 

Minta Biopszia Lokális Globális 

239 55 100 98,2 98,2 

328 65 98,5 98,5 98,5 

358 47 95,7 97,9 100 

847 47 100 95,7 93,6 

909 87 96,6 96,6 98,9 

 

5.2.3. Szomatikus mutációk azonosítása 

Szomatikus mutációk keresése során olyan bázissorrend változásokat kerestem, 

melyek jelen voltak a tumorban, viszont a normál szövetből hiányoztak. A szomatikus 

mutációk azonosítását a mutect2 illetve az mcaller programokkal végeztem a 14. ábra 

alapján.  
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Az öt betegben azonosított szomatikus mutációk száma lényegesen eltért 

egymástól. A 23. ábrán láthatók a COSMIC tumor konszenzus géneket érintő mutációk. 

A legtöbb mutáció aminosav cserével járt, a többi mutáció vagy nem okozott aminosav 

csere, vagy a mutáció romboló jellegű volt.  

 

 

23. ábra. A tumor mintákban azonosított COSMIC tumor gén konszenzus 

mutációk. A cellák színe a mutáció típusát jelölik (kék: aminosav csere; narancs: 

inszerció/deléció; sárga: korai stop kodon beépülése; zöld: csendes mutáció), 

árnyalatuk a mutáció frekvenciával arányos. A mátrix tetején vannak jelölve a 

heterozigótaság vesztéssel (LOH) érintett mutációk. 

A legtöbb mutációt a 239-es betegben azonosítottam. A mintában kimutattam a 

leggyakoribb KRAS gén p.G12D aminosav cserével járó aktiváló mutációt, valamint a 

leggyakoribb PIK3CA gén p.E454K aminosav cserével járó mutációt. Mindkét gént 

lefedte a tumorban egy gén törlődés. 

A 847-es mintában azonosított mutációk közül négy a PI3K növekedési jelpályán 

helyezkedett el. A legmagasabb allélfrekvenciával rendelkező mutáció a PTEN 

tumorszupresszor génben volt. Emellett a PI3K útvonalat serkentő FGFR2 receptor 

génben leggyakrabban előforduló mutációt azonosítottam. Az utolsó két mutáció PI3K 

útvonal aktivitását mérséklő PIK3R1 génben lettek azonosítva. 
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Az utolsó három betegben a homológ rekombináció hibajavító útvonalban 

azonosítottam öröklött heterozigóta mutációkat, esetükben szomatikus heterozigótaság 

vesztés által törlődtek a vad allélok. A 358-as betegben a legmagasabb allél frekvenciával 

rendelkező szomatikus mutáció aminosav cserét okozott a TP53 génben. A TP53 génnél 

egy törlődést is azonosítottam. A mintában azonosítható volt egy alacsony frekvenciájú 

mutáció az egyszálú hibajavításban fontos szerepű ERCC3 génben. A 328-as betegben a 

TP53 és a PTEN tumorszupresszor génekben találtam szomatikus mutációkat. Mindkét 

génnél törlődött az a vad allél. A 909-es mintában a TP53 illetve a TSHR génekben 

találtam szomatikus mutációkat. 

5.2.4. Egyes tumor régiókban azonosított mutációk számának összehasonlítása 

A mutációk az egyes régiók között 15,5 – 93,8% intervallumban egyeztek meg. Az 

egyes mintákban azonosított mutációk számát és közös mutációk arányát a 10. táblázat 

tartalmazza.  

10. táblázat. Az egyes tumor régiókban azonosított mutációk száma. Egy betegben 

a mutációk legalább 15,5%-ban egyeztek meg az egyes régiókban. 

 Biopszia Lokális Globális 

Minta 
Össz. 

mutáció 

Közös 

(%) 

Össz. 

mutáció 

Közös 

(%) 

Össz. 

mutáció 

Közös 

(%) 

239 644 15,5 392 25,5 140 71,4 

328 123 72,4 146 61,0 146 61,0 

358 179 69,3 176 70,5 200 62,0 

847 128 93,8 154 77,9 154 77,9 

909 134 76,9 118 87,3 125 82,4 

 

A 239-es beteg biopszia mintájában volt a legtöbb mutáció azonosítható (688 db). 

Esetében a minta méret növekedésével csökkent a detektálható mutációk száma. A 

globális mintában már csak 140 mutációt azonosítottam, ebből 71,4% volt megtalálható 

a biopszia és lokális mintákban is. 

A 328-as és 847-es betegek mutatták a legnagyobb hasonlóságot a lokális és a 

globális minták között. Ezen betegeknél a lokális és a globális mintákban ugyanazokat a 

mutációkat detektáltam, csak a frekvenciájuk különbözött. Mindkét betegnél a biopszia 

mintában volt a legkevesebb mutáció azonosítható. 
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A 358-as és a 909-es betegeknél a biopszia és a globális minták mutatták a 

legnagyobb hasonlóságot.  

 

24. ábra. A szomatikus mutációk mutációs mátrixa. Az ábrában a sorok jelölik az 

egyes régiókat, az oszlopok a mutációkat. A mutációk három besorolást kaptak: 

mutect2-vel azonosított mutációk (kék), mutect2-vel nem, de mcaller-el igazolt 

mutációk (sárga) és hiányzó mutáció (szürke).   

A mutációs mátrixokban látható (24. ábra), hogy az egyes minták közt lényegesen 

különböztek a régiókban talált közös mutációk aránya. A 239-es beteg biopszia 

mintájában a mutációk csak 15,5%-a volt megtalálható a lokális és globális mintákban. A 

többi betegben ez az arány 69,3%-93,8% között volt. A lokális minták esetén is kiugrott 

a 239-es minta, viszont a globális mintáknál már nem (25. ábra).  

 

25. ábra. Egyes mintákban azonosított közös mutációk aránya. 
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5.2.5. Szomatikus mutáció mintázatok 

Minden betegnél kiszámoltam a mutációs mintázatokat a MutationSignatures 

program segítségével. Ennek során a mutációkat egy olyan hisztogramban ábrázoltam, 

mely tri-nukleotid kontextusban jeleníti meg az egy bázis cserével járó mutációk arányát 

(26/A ábra). Az ábrán látható, hogy a mutációs mintázatok különböztek az egyes minták 

között. Mivel az újgenerációs szekvenálás során nem lehetett eldönteni a leolvasások 

irányát, emiatt a szubsztitúciók 12 kombinációját tükrözéssel hat lehetőségre szűkítettem.  

Az egyes mutációs mintázatok összetételét a 26/B ábrán lettek feltüntetve. Minden 

mintában azonosítható volt a korral járó mintázat (zöld), ami az 5-metilcitozin spontán 

dezaminációjából származik. A 847-as betegben az APOBEC citidin-dezamináz hibával 

járó mutációs mintázatokat határoztam meg (sötét és világos lila). Az APOBEC 

mintázatoknál magasabb a C>T és a C>G bázis változások aránya (26/C ábra). A 239-as 

betegben két ismeretlen eredetű mintázatot találtam.  

A 328-as, 358-as és 909-es betegeknél a BRCA hibás működésével asszociált 

mintázatot határoztam meg (sárga). A mintázat a DNS kettős szál törések javításának 

hiányával van összefüggésben, ami kis és nagy DNS törlődésekkel, valamint genom 

átrendeződésekkel jár. A három betegben a bázisváltozás típusai sokkal egyenletesebben 

oszlottak meg a 847-es és 239-es mintákhoz képest (26/C ábra). 
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26. ábra. Szomatikus mutációk jellemzése. A) Az egyes betegek mutációs mintázata. 

B) A mutációs mintázatok összetétele irodalmi adatok alapján [26]. Minden 

betegben azonosítható volt a korral összefüggő 1-es mintázat (zöld). A 847-es 

betegben látható volt az APOBEC citidin-dezamináz hibával társuló 2-es, illetve 13-

as mintázatok (lila). A 239-es betegben két ismeretlen eredetű mintázat volt 

azonosítható (8-as és 16-os mintázatok). Az utolsó három betegben azonosítható volt 

a BRCA hibával összefüggő 3-as mintázat (sárga). A 358 és 328 betegekben 

azonosítható volt az aflatoxin kitettséghez társított 24-es mintázat (sötétszürke). A 

909-es betegben azonosítható volt a dohányzással összefüggésbe hozott 4-es mintázat 

(narancs).  C) Szubsztitúciók százalékos ábrázolása.  

5.3. Túlélés elemzés mutációhoz kapcsolt génkifejeződés változással emlőtumoros 

betegekben  

Túlélés elemzés során a betegek csoportra bontása gyakran egy génmutáció 

státusza, vagy kifejeződési szintje alapján történik. A TCGA adatbázist felhasználva 

sikerült bemutatnom, hogy az AR/FOXA1 útvonalat érintő génmutációk által létrejött 

BRCA hibajavítás deficiens tripla negatív emlő tumorok érzékenyebbek lehetnek 

bizonyos kemoterápiás kezelésekre. Ezek független adatbázisok, valamint minták 

felhasználásával is validálva lettek [149]. A génmutációk együttes vizsgálata útvonal 

szinten adhat információt a változások hatásáról, a megközelítés hátránya, hogy más 

változás típusokat nem vesz figyelembe. Emiatt munkám során kifejlesztettem a G-2-O 
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(Genotype2Outcome) rendszert, amely összekapcsolja a genetikai mutációkat 

génkifejeződési változásokkal (mint egy kifejeződési ujjlenyomat), és túlélés elemzést 

végez egy független génkifejeződési adatsoron [147]. Az elemzőrendszer szabadon 

felhasználható, online elérhető a www.g-2-o.com címen.    

Munkám során az emlőrákban öt leggyakrabban mutálódó gén alapján végeztem 

túlélés elemzést [58]. Az egyes génekben azonosított mutációk összegét a 11. táblázatba 

foglaltam össze. A táblázatban feltüntettem a cbioportal.org honlapról letöltött 

METABRIC [150] független adatbázisban lévő adatokat is. A legtöbb mutáció a PIK3CA 

génben volt található, a betegek közel 50%-ában volt mutáció azonosítható mind a két 

adatbázisban. 

11. táblázat. Az emlődaganatokban leggyakrabban mutálódó génekben azonosított 

mutációk száma a G2O illetve METABRIC adatokban. 

  

Genotype2Outcome Metabric (cbioportal.org) 

Mutációval Vad típusú Mutációval Vad típusú 

PIK3CA 306 672 840 1026 

TP53 258 720 664 1202 

GATA3 19 959 316 1550 

MAP3K1 51 927 206 1660 

MAP2K4 35 943 107 1759 

Össz. beteg   978   1866 

 

Összehasonlításként a túlélés elemzéseket több rendszerrel is elvégeztem. A 

kmplot.com honlappal a kiválasztott gén kifejeződési szintje alapján végeztem a túlélés 

elemzést. Minden esetben az optimális vágópont („best cutoff”) automatikus 

kiválasztásával történt az elemzés, a többi paraméter alapbeállításra volt állítva. A 

cbioportal.org honlapon lévő METABRIC adatok felhasználásával a mutációk státusza 

(jelenléte) alapján végeztem a túlélés elemzés. A G-2-O elemzőrendszer segítségével a 

kiválasztott gén mutációjához köthető génkifejeződés változás (mint egy ujjlenyomat) 

felhasználásával végeztem a túlélés elemzés. Az elemzés folyamata a 15. ábrán látható. 

Az egyes elemzőrendszerekkel kapott eredményeket a 12. táblázatban foglaltam össze.   
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12. táblázat. Az emlődaganatokban gyakran mutálódó génekkel végzett túlélés 

elemzés eredményei. 

  

A PIK3CA onkogén mutációs állapota nem befolyásolta szignifikánsan a betegek 

túlélését, viszont magas kifejeződési szintje lényegesen rosszabb prognózissal járt. A 

PIK3CA génmutációhoz kötött génkifejeződési ujjlenyomat magas kifejeződése jobb 

túléléssel társult. 

A TP53 gén esetén minden elemzőrendszerrel szignifikáns eredményt kaptam. Az 

eredményekből látható, hogy a TP53 gén magas kifejeződése jobb túlélési idővel társult 

(27/A ábra), mutációjakor viszont rosszabb volt a betegek túlélési ideje (27/B ábra). A 

megfigyelés önmagában nem meglepő, mivel a TP53 egy tumorszupresszor gén. A TP53 

gén mutációjához kötött génkifejeződési ujjlenyomat magas kifejeződésekor lényegesen 

rosszabb volt a betegek túlélési ideje (27/C ábra).  

  

Metabric  

(Mutáció státusz, 

cbioportal.org) 

kmplot.com 

(kifejeződés) 

Genotype2Outcome 

(kombinált mintázat) 

p-érték 
Rossz 

prognózis  
p-érték 

Hazard rate 

(kockázati 

ráta) 

p-érték 

Hazard rate 

(kockázati 

ráta) 

PIK3CA NS 2,1e−09 1,39(1,25−1,55) 1,1E-06 1,6(1,4-1,8) 

TP53 6,5E-05 mutáció 7,6e−11 0,68(0,6−0,76) <E-16 
0,55(0,59-

0,62) 

GATA3 1,2E-03 vad 1,3e−08 0,71(0,63−0,8) <E-16 1,6(1,4-1,8) 

MAP3K1 NS 2,9e−14 0,55(0,47−0,64) <E-16 1,6(1,5-1,8) 

CDH1 NS 1,5e-03 1,2(1,1−1,3) 3,9E-09 1,4(1,2-1,5) 
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27. ábra. A TP53 gén A) kifejeződése, B) mutációja, és C) mutációhoz kötött 

génkifejeződés mintázata alapján végzett túlélés elemzés eredményei. 

A GATA3 gén esetében az eredmények valamelyest ellentétesnek tűnhetnek. 

Magas kifejeződése jobb prognózissal járt (28/A ábra), viszont mutációja esetén is jobb 

volt a prognózis (28/B ábra). Ezzel szemben a génmutációk génkifejeződés 

ujjlenyomatának alacsony kifejezése járt rosszabb prognózissal (28/C ábra). A 

METABRIC adatbázisban 52 szubsztitúció, 5 kereteltolódással nem járó bázis törlődés 

és beszúrás, valamint 193 törlő mutáció volt azonosítható. Ezek mellett 98 betegnél gén-

amplifikációt is találtak. Az eredmények dualitására egy magyarázat, hogy a GATA3 

transzkripciós faktor működése fontos a tumor fejlődésében. Funkciójának fokozását a 

DOI:10.14753/SE.2018.2166



79 

 

gén amplifikációjával érheti el, valamint törlő mutációk hatására növelheti a fehérje fél-

élet idejét is [151]. 

 

28. ábra. A GATA3 gén A) kifejeződése, B) mutációja, és C) mutációhoz kötött 

génkifejeződés mintázata alapján végzett túlélés elemzés eredményei. 

A MAP3K1 gén magas kifejeződése jobb túlélési idővel társult, viszont mutáció 

státusza nem volt összefüggésbe a betegek túlélésével. A mutációs ujjlenyomat magas 

kifejeződése jobb túléléssel társult. A CDH1 gén magas kifejeződése rosszabb túlélési 

idővel társult, a génmutációk kifejeződési ujjlenyomatának magas kifejeződése esetén 

jobb volt a prognózis.  
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5.3.1. Túlélés elemzés az emlőtumor szubtípusokban 

Az emlőtumorokat három fő altípusba lehet sorolni a Szt. Gallen-i osztályozás 

szerint. Ezek az 1) Luminal A és B altípusok: ösztrogén receptor pozitív, HER2 negatív 

és alacsony vagy magas KI67 indexű tumorok; a 2) HER2 pozitív altípus: HER2 receptor 

pozitív tumorok; és a 3) tripla negatív altípus: az ösztrogén, HER2 és progeszteron 

receptorok státusza negatív. Az altípusok nem csak a receptorok státuszában, de a 

mutációk szintjén is különböznek. Az egyes altípusokban legtöbb mutációval rendelkező 

géneket a 13. táblázatban foglaltam össze. A Luminal A és B altípusoknál a gének 

megegyeztek, így összevontam. A táblázatban „*” jellel jelöltem a G-2-O adatbázisából 

hiányzó géneket. 

13. táblázat. Az emlőtumorok egyes altípusaiban az öt leggyakrabban mutálódó gén 

mutációinak száma a G-2-O adatbázisában. 

Altípus Gén Mutációval Vad 

Luminal A/B 

PIK3CA 267 442 

TP53 108 601 

CDH1 61 648 

MAP3K1 44 665 

GATA3 17 692 

HER2 pozitív 

PIK3CA 99 191 

TP53 62 228 

PTPN22 22 268 

CDH1 9 281 

AFF2* NA NA 

Tripla negatív 

TP53 119 90 

PIK3CA 25 184 

RB1 15 194 

MLL3* NA NA 

AFF2* NA NA 

 

Az összehasonlító elemzéseket csak a G-2-O valamint a kmplot.com rendszerekkel 

végeztem el, mivel esetükben altípusokra lehetett bontani a betegeket. A cbioportal.org 

honlappal csak teljes tumor adatsorok elemzésére van lehetőség. A kapott eredményeket 

a 14. táblázatban foglaltam össze.   
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14. táblázat. Az 5 leggyakrabban mutálódó génnel végzett túlélés elemzés 

eredményei emlőtumorok egyes altípusaiban 

Altípus Gén 

Genotype2Outcome 

(kombinált mintázat) kmplot.com (kifejeződés) 

p-érték 

Hazard rate 

(kockázati ráta) p-érték 

Hazard rate 

(kockázati ráta) 

Luminal A 

PIK3CA 9E-03 1,3(1,1-1,5) 1,20E-05 1,48(1,24-1,76) 

TP53 <E-16 0,47(0,39-0,56) 3,40E-07 0,64(0,53-0,76) 

MAP3K1 2,9E-03 1,3(1,1-1,5) 4,70E-09 0,48(0,38-0,62) 

GATA3 NS NS 

CDH1 NS 1,40E-04 1,41(1,18-1,68) 

Luminal B 

PIK3CA NS 4,50E-04 1,42(1,17-1,73) 

TP53 4,5E-02 0,82(0,68-1,0) 2,50E-02 0,8(0,6-0,97) 

GATA3 1,5E-02 1,3(1,0-1,5) 2,00E-04 1,6(1,25-2,05) 

CDH1 2,6E-03 1,3(1,1-1,6) 2,60E-03 1,34(1,11-1,62) 

MAP3K1 4E-03 1,3(1,1-1,6) NS 

HER2 

pozitív 

PIK3CA 1,4E-02 0,63(0,43-0,91) NS 

TP53 1,1E-02 0,62(0,42-0,9) 1,30E-04 0,48(0,33-0,7) 

PTPN22 NS 1,80E-04 0,43(0,27-0,68) 

CDH1 NS 1,80E-04 2,13(1,42-3,2) 

AFF2* NS NS 

Tripla 

negatív 

PIK3CA NS 4,10E-03 1,46(1,13-1,9) 

TP53 1,2E-02 1,4(1,1-1,8) 1,40E-02 0,71(0,54-0,93) 

MLL3* NS NS 

RB1 NS NS 

AFF2 NS 6,00E-04 0,63(0,48-0,82) 

 

Az elemzések során csak a TP53 gén esetén kaptam szignifikáns eredményt 

mindegyik altípusban a két elemzőrendszerrel. A TP53 génmutációk génkifejeződési 

ujjlenyomatának magas kifejeződése rosszabb prognózissal járt a tripla negatív altípus 

kivételével, ahol az ujjlenyomat alacsony kifejeződése társult rosszabb prognózishoz. 

A gének egy részében a mutáció ujjlenyomatának kifejeződése nem társult 

szignifikáns túlélés különbséghez, viszont génkifejeződési szintje igen. A Luminal A 

altípusban a CDH1 génnél, Luminal B altípusban a PIK3CA génnél, HER2 pozitív 

altípusban a PTPN22, a CDH1 és az AFF2 géneknél, valamint tripla negatív altípusban a 
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PIK3CA és az AFF2 géneknél volt megfigyelhető. Ezzel szemben a Luminal B altípusban 

a MAP3K1 génmutációk, valamint HER2 pozitív altípusban a PIK3CA génmutációk 

génkifejeződési ujjlenyomata szignifikáns túlélés különbséghez társult, viszont a gének 

kifejeződési szintje önmagában nem. 

5.3.2. A TP53 génmutációhoz kötött génkifejeződés változás 

A TP53 génmutációk szinte minden tumor típusban gyakoriak [7]. A mutációs 

állapotát több tumor típusnál összefüggésbe hozták a betegek prognózisával és onkológiai 

kezelések hatékonyságával. Munkám célja volt megvizsgálni a TP53 génmutációkhoz 

asszociált génkifejeződés változást, mely segíthet megérteni jelentőségét a tumor 

fejlődésében.  

A TP53 gént több féle mutáció érintette. Tumorszupresszorként sok olyan mutációt 

tartalmazott, ami korai STOP kodonokat, valamint bázis beszúrásokkal és törlődésekkel 

olvasási keret eltolódást okoztak (2. ábra). A G-2-O illetve a METABRIC adatbázisokban 

látszódott, hogy a mutáció jelenlététől és jellegétől (romboló, szubsztitúció, vad) függően 

különbözött a gén kifejeződési szintje (29. ábra). Azt tapasztaltam, hogy a romboló 

mutációknál lényegesen alacsonyabb volt a TP53 gén kifejeződési szintje.  

 

29. ábra. A TP53 gén kifejeződési szintje a mutáció típusának függvényében TCGA 

és METABRIC adatsorokban. 
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A G-2-O elemzés alapján látható volt, hogy a mutációjával összefüggő 

génkifejeződés változás összefüggésbe hozható a túlélési idővel. A felülszabályozott 

gének magas kifejeződése rossz prognózissal járt. Az alulszabályozott gének alacsony 

kifejeződési szintje szintén rossz prognózissal járt (30. ábra).  

 

30. ábra. A TP53 génmutáció esetén felül-, illetve alulregulált génekkel végzett 

túlélés elemzés. 

5.3.3. Gén ontológia elemzés a TP53 gén mutációjával asszociált génekkel emlő 

és NSCLC betegekben 

A DAVID honlap (david.ncifcrf.gov [152]) segítségével gén ontológia elemzést 

végeztem a 100 legjobban felülszabályozott gén felhasználásával. Az elemzés segített egy 

várható értéknél gyakrabban érintett útvonalaknak az azonosításában. Az 

alulszabályozott génekkel nem kaptam szignifikáns eredményt, ahol a korrigált p-érték 

alacsonyabb lett volna p<0,05 értéknél (csak ha >500 növeltem a génlista hosszát). Az 

elemzést elvégeztem emlőtumoros betegek adatainak, valamint összehasonlításként nem-

kissejtes tüdőrákos (NSCLC) betegek adatait felhasználásával is [153]. A top 100 felül- 

illetve alulszabályozott génnel együttesen végzett génontológia elemzés során a 

glikolízissel összefüggő útvonalakat is azonosítottam. Ezen változásokat sejtvonalas 

kísérletekkel is validáltuk [154].  

A felülszabályozott génekkel emlőtumorok esetén az elemzés 5 útvonalat 

azonosított p<0,05 korrigált p-értékkel. Ezeket a 15. táblázatban foglaltam össze.  
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15. táblázat. A TP53 génmutációval rendelkező emlőtumoros betegekben 

felülszabályozott génekkel végzett gén ontológiai elemzés eredménye. 

Útvonal 

Útvonal 

azonosító 

(KEGG) 

Gének 

(db) p-érték 

korrigált 

p-érték 

Sejt ciklus hsa04110 23 1,3E-18 1,3E-16 

Oocita meiózis hsa04114 9 1,7E-04 8,4E-03 

p53 jelátviteli útvonal hsa04115 7 3,9E-04 1,3E-02 

Progeszteron mediált oocita érés hsa04914 7 1,5E-03 3,9E-02 

DNS replikáció hsa03030 5 1,7E-03 3,4E-02 

 

A sejtciklus útvonalban 23 gént azonosítottam, melyeknél magasabb volt a 

kifejeződési szint a TP53 génmutációval rendelkező betegekben. 

NSCLC-ben a TP53 génmutációjához asszociált ujjlenyomattal végzett gén 

ontológiai elemzés során 8 útvonalat azonosítottam (16. táblázat). Legkisebb p-értékkel 

rendelkező útvonal szintén a sejtciklus volt, ez esetben 28 gén kapcsolódott az 

útvonalhoz. Ezen kívül több hibajavító útvonal volt érintett. 

16. táblázat. A TP53 génmutációval rendelkező nem-kissejtes tüdődaganatos 

betegekben felülszabályozott génekkel végzett gén ontológiai elemzés eredménye. 

Útvonal 

Útvonal azonosító 

(KEGG) 

Gének 

(db) p-érték 

korrigált 

p-érték 

Sejt ciklus hsa04110 28 9,7E-26 1,1E-23 

DNS replikáció hsa03030 11 3,5E-11 3,8E-09 

Oocita meiózis hsa04114 11 2,5E-06 2,7E-04 

p53 jelátviteli útvonal hsa04115 9 3,7E-06 4,1E-04 

Fanconi anémia útvonal hsa03460 8 7,9E-06 8,6E-04 

Homológ rekombináció útvonal hsa03440 6 4,5E-05 4,9E-03 

Progeszteron mediált oocita 

érés hsa04914 8 2,0E-04 2,2E-02 

MMR útvonal hsa03430 5 2,6E-04 2,8E-02 

 

A honlap segítségével lehetőség volt a KEGG útvonalra rávetíteni az azonosított 

géneket. A sejtciklus útvonalban kapcsolódó géneket a 31. ábrán mutatom be. Az ábrában 

piros csillagok jelölik az emlőtumorokban, kék csillagok az NSCLC-ben azon géneket, 

melyek magasabb kifejeződéssel jártak a TP53 génmutációval rendelkező betegekben. 

Látható, hogy a sejtciklus minden fázisában voltak felül-szabályozott gének, amik 
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feltételezhetően serkentik a sejtosztódást. Ez összhangban van a KI67 proliferációs 

marker génkifejeződésének eredményével, ahol a TP53 gén mutáns beteg csoportban 

körülbelül 2-szeres kifejeződési szintet mutatott az emlőtumorokban és az NSCLC 

daganatokban is.   

 

31. ábra. A TP53 génmutációval rendelkező betegek esetén a sejtciklus útvonal [155] 

magas kifejeződést mutató génjei emlő (kék) és nem-kissejtes tüdő (piros) 

daganatban. 

5.3.4. Túlélés-elemzés sejtciklus szabályozással összefüggő génekkel 

A génontológia elemzés során 23 olyan gén kifejeződési szintje emelkedett meg az 

emlőtumorok TP53 génmutációjakor, melyek sejtciklus szabályozásban vesznek részt. 

Ezen gének kifejeződési szintje alapján végzett túlélés elemzések során szinte minden 

esetben rosszabb prognózissal járt a magas kifejeződési szint (17. táblázat). Kivételek a 

CHEK2 és E2F gének, esetükben nem volt szignifikáns különbség a túlélési időben, 

illetve az RBL1 gén magas kifejeződési szintjével jobb prognózis társult. Az irodalomban 
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17 génről találtam olyan publikációt, amely fő célja az adott gén kifejeződési szint 

kapcsolatának vizsgálata emlőtumoros betegek túlélésével. 

17. táblázat. A túlélés-elemzések eredménye sejtciklus szabályozó génekkel 

emlőtumoros betegekben. 

Gén HR p-érték Publikáció 

CCNB2 2 (1,79-2,23) 1,0E-16 [156] 

CDC20 1,91 (1,71-2,13) 1,0E-16 [157] 

TTK 1,9 (1,7-2-12) 1,0E-16 [158] 

MAD2L1 1,86 (1,67-2,08) 1,0E-16 [159] 

CCNA2 1,84 (1,64-2,05) 1,0E-16 [160] 

BUB1 1,79 (1,6-2) 1,0E-16 [161] 

BUB1B 1,79 (1,61-2) 1,0E-16 [161] 

CDC25A 1,76 (1,57-1,96) 1,0E-16 [162] 

SKP2 1,75 (1,57-1,96) 1,0E-16 [163] 

DBF4 1,63 (1,46-1,83) 1,0E-16 [164] 

CDC19 1,53 (1,37-1,7) 2,9E-14 [165] 

CDC6 1,5 (1,35-1,68) 2,5E-13 [166] 

CCNE1 1,48 (1,33-1,66) 1,1E-12 [167] 

PLK1 1,42 (1,27-1,59) 2,5E-10 [168] 

MCM7 1,39 (1,25-1,55) 2,9E-09  

CHEK1 1,27 (1,09-1,48) 2,3E-03 [169] 

CDC54 1,26 (1,13-1,41) 2,4E-05  

ESPL1 1,25 (1,12-1,4) 4,4E-05  

MCM6 1,21 (1,04-1,41) 1,6E-02  

CDC7L1 1,14 (1,02-1,27) 1,9E-02 [164] 

E2F2 1,13 (0,97-1,32) 0,12 [169] 

CHEK2 0,96 (0,86-1,07) 0,46  

RBL1 0,78 (0,67-0,91) 1,9E-03  
 

A kmplot.com segítségével lehetőség volt több génnel együttesen túlélés elemezést 

végezni. Ebben az esetben a bemeneti gének kifejeződésének átlaga alapján végeztem a 

betegek szétválasztása. A 17. táblázatban lévő első 10 génnel végzett túlélés elemzésből 

kapott eredményekből látható, hogy a magas kifejeződés rossz prognózissal társult 

(HR=2,43, p<E-16, 32/A ábra). Hasonló volt a helyzet, amikor a beteg csoportot 
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leszűkítettem a TP53 génmutáció nélküli betegekre (HR=2,36, p=1,8E-3, 32/B ábra). A 

TP53 génmutációval rendelkező betegeknél viszont fordított eredményt kaptam (32/C 

ábra), a gének magas kifejeződése jobb prognózissal járt (HR=0,52, p=3,7E-2).  

 

32. ábra. A TP53 génmutációra visszavezethető legjobb 10 megváltozott 

kifejeződéssel rendelkező génnel végzett túlélés elemzés eredménye. A) Minden 

beteggel, B) a TP53 gén vad típusú tumorokkal, valamint C) a TP53 gén mutáns 

tumorokkal rendelkező betegekkel.  
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6. Megbeszélés 

6.1. A sejtmozgás in vitro követése újgenerációs szekvenálással 

Onkológiai klinikai diagnosztikai szekvenálás során a szomatikus mutációk 

meghatározása általában egy biopszia mintából történik. A daganatok intra-tumor 

heterogenitása miatt a szekvenálások során meghatározott mutációk egy jelentős része a 

vizsgált tumor régióra specifikusak. A jelenség szolid tumorokban már jól ismert, viszont 

az utóbbi években kiderült, hogy nem-szolid eredetű tumoroknál is jelen van [170]. 

Ráadásul, a tumor heterogenitás mértéke hatással volt a betegek túlélésére is [171].  

In vitro inváziós kísérletekből végzett újgenerációs szekvenálás segítségével 

sikerült detektálni a mozgásból származó sejtösszetétel-változást. Az invázió mértéke 

18,6% volt az A375 és a MEWO sejtvonal pároknál, míg az SK-MEL-28 és a MEWO 

sejtvonal pároknál csak 8,6% volt. Bár az SK-MEL-28 és az A375 sejtvonalak mozgása 

lényegesen nem tért el egymástól monokultúrás körülmények között, az általuk elért 

invázió mértéke szignifikánsan eltért (p=0,011), amikor a homozigóta mutációk 

frekvenciáját hasonlítottam össze. Ezzel szemben a heterozigóta mutációkkal végzett 

elemzéseknél nem volt szignifikáns a különbség (p=0,39).  

Kalibrációs szekvenálás során ismert összetételű sejtvonal párokat szekvenáltunk a 

módszer pontosságának meghatározására. A mutációk frekvenciájának a szórása egyre 

magasabb volt, ahogy a két sejtvonal aránya kiegyenlítődött. A legmagasabb szórás 

értéket két sejtvonal 50-50%-os arányánál kaptam. A heterozigóta mutációk szórásai 

lényegesen nagyobbak voltak, amely alacsony szekvenálási lefedettségnél tovább 

növekedett. 

A mutációk frekvenciájának a szórása akár a 17%-ot is elérte mind a kalibrációs, 

mind az inváziós szekvenálásoknál. A kalibrációs szekvenálások technikai ismétlései 

között a szórások elérhették akár az 5,6%-ot. A szimulációk alapján a szórás 12,9% volt 

alacsonyabb (<50x) lefedettségnél. Nagyon magas 1000x szekvenálási lefedettségnél 

lényegesen kisebb a volt a szórás, ekkor 2% volt a legmagasabb érték.  

A tumor sejtek motilitását vizsgáló kísérletek fő korlátja, hogy csak kétdimenziós 

sejtkultúrákkal lettek elvégezve. Az invázió során a sejteknek nem volt valódi ellenállása 

(pl. mátrix), a sejtek szinte szabadon mozoghattak, normál szöveti elemekkel nem 
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találkoztak. A tumorok növekedése akár több évig is tarthat, amíg elérik a klinikai 

detektálhatóság küszöbét. Ez idő alatt a sejtek lassan mozoghatnak, elvándorolhatnak. A 

mozgékonyabb, akár rosszabb prognózisú mutációval rendelkező sejtek így diszperz 

módon helyezkednek el a tumorban, nehezítve az azonosításukat. 

A kísérletek további korlátozó tényezője, hogy egyszerre csak két sejtvonalat 

használtam. Ehhez képest egy betegben lévő tumorban több klón és akár több 100-1000 

szub-klón található, melyek genetikai állománya bizonyos mértékben különbözik 

egymástól. További nehézségeket okozhat a tumorban jelen lévő normál szöveti 

kontamináció. 

6.2. Az azonosított mutációk összefüggése a tumor minta méretével 

petefészektumoros betegekben 

A vizsgálat célja a tumor minta mérete, valamint az azonosított mutációk száma 

közti kapcsolat meghatározása volt. Ehhez öt petefészek-tumoros betegből végeztünk 

multi-régió típusú szekvenálást, amely során a tumorból egy biopszia, biopszia körüli, és 

egész tumort átfogó mintákat gyűjtöttünk. 

Két betegben azonosítottam öröklött mutációkat a BRCA1 illetve a BRCA2 

génekben, amik hajlamosító tényezők a petefészek tumorok kialakulására. Ezeken kívül 

egy betegben az emlőrák kialakulását hajlamosító PALB2 génben azonosítottam mutációt 

[172, 173]. Mindegyik mutáció esetén szomatikusan törlődött a vad allél a tumorban.  

A betegekben azonosított szomatikus mutációk leggyakrabban a TP53 és PTEN 

tumorszupresszor géneket érintették. Egy betegnél aktiváló mutációkat azonosítottam a 

PIK3CA és a KRAS onkogénekben. Egy másik betegben a PI3K útvonal több pontos 

módosítással is aktiválódott, nála a PTEN gén ínaktiváló mutációja, az FGFR2 gén 

aktiváló mutáció és két PIK3R1 gén ínaktiváló mutációja volt azonosítható.  

Megvizsgáltam a szomatikus mutációk mintázatát is, amely a mutációk 

kialakulásának mechanizmusáról adott információt. Mindegyik betegben jelen volt a 

korral összefüggő 5-metilcitozin dezaminációjából származó mintázat. Egy betegben az 

APOBEC citidin-dezamináz hibával társuló magas C>T és C>G bázis cserével 

kapcsolatos mintázatot azonosítottam. Három betegben a hibás homológ 

rekombinációval társuló mintázat volt megfigyelhető. 
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Az egyes régiókban azonosított mutációk négy beteg esetén nagy mértékben 

megegyeztek. Esetükben a tumor minta méretének növelésével nem, vagy csak kevés 

többlet információt lehetett gyűjteni a tumorban lévő mutációkról. Egy betegben a kisebb 

tumor minta méretű biopsziában több mutáció volt azonosítható. Ennek hátterében 

feltehetően a tumor hipermutáló fenotípusa állt, mely következtében a sok felhalmozott 

mutáció kihígult, ahogy a tumor minta mérete növekedett. Érdekes megfigyelés volt, 

hogy a kópiaszám változás események szinte minden esetben megegyeztek, amiből arra 

lehet következtetni, hogy a kópiaszám változások a szomatikus mutációknál vagy 

konzervatívabb változások, vagy nehezebben azonosíthatók. 

6.3. A Gentoype-2-Outcome (G-2-O) elemzőrendszer 

Onkológiai vizsgálatok célja a betegek túlélésére, valamint kezelések 

hatékonyságára prognosztikus genetikai változások azonosítása. Emiatt gyakran sejt 

szabályozást, illetve fenotípust befolyásoló DNS, RNS vagy fehérje változást keresünk. 

Ezen megközelítés korlátja, hogy egy bizonyos fenotípus mögött több féle genetikai 

változás is lehet. Erre talán legjobb példa a mitogén-aktivált kináz útvonal aktivációja, 

ami történhet RTK amplifikáció/mutáció, KRAS vagy BRAF génmutációk 

következményeként. 

Az általam fejlesztett Genotype-2-Outcome rendszer segítségével mutáció és 

génkifejeződés adatok együttes felhasználásával végeztem túlélés elemzést. A rendszerrel 

végzett túlélés elemzése során nem a mutációk direkt hatását vizsgálja, hanem a 

mutációkkal összefüggő génkifejeződési változások hatását. A GATA3 gén példáján 

látható volt, hogy a G-2-O által végzett túlélés elemzés emlőtumoros betegekben 

(HR=1,66, p<E-16) lényegesen szignifikánsabb, mint egyszerűen a mutációja (p=1,3E-

08) vagy a kifejeződési szintje alapján (HR=0,71, p=1,3E-08) végzett túlélés elemzés. 

Elemzőrendszerem egy hiánypótló módszer. Kevés olyan vizsgálat vagy adatbázis 

érhető el, mely esetén elegendően nagy számú tumoros beteg mutációiról és túléléséről 

kapunk együttesen információt. A TCGA adatbázisban lelhető fel a legtöbb emlőtumoros 

beteg adata, esetükben van információnk a gének kifejeződési szintjéről, a mutációkról 

és a kópiaszám változásokról is, viszont a betegek csak ~10%-ában érhető el túlélési adat. 

A TP53 génmutációval rendelkező emlőtumoros betegekben több glikolízisben 

résztvevő gén (pl. PDK1, GP1, PGD) kifejeződési szintje emelkedett meg, viszont a 
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glikoneogenezisben részt vevő gének kifejeződése csökkent (pl. G6PC3, FBP1). A 

génkifejeződés változást RT-PCR-el segítségével validáltuk sejtvonalakban. Továbbá 

Seahorse XF96 extracellular flux analyzer eszköz felhasználásával bemutattuk, hogy a 

TP53 gén mutáns sejtvonalakban magasabb a glikolitikus és mitokondriális aktivitás a 

vad TP53 génnel rendelkező sejtekhez képest [154]. 

A tripla negatív emlő tumorok a legrosszabb prognózisú altípusba tartoznak. Ezen 

tumorokra célzott terápia még nem érhető el, a beteg egy része mégis jól reagál az 

antraciklin illetve a taxán alapú kezelésekre. Kollaborátoraink segítségével sikerült 

bemutatni, hogy azon betegek, akikben FOXA1/AR génmutációk azonosíthatók, jobb 

túléléssel rendelkeztek a TCGA adatbázis alapján (p=0,05), valamint jobban reagáltak 

antraciklin és taxán kezelésre (p=0,02) az MDACC (MD Anderson Cancer Center) adatok 

alapján. Ezen mutációk a BRCA hibajavító útvonalat érintették, emiatt a betegekben jóval 

magasabb volt a mutációs teher (p<0,0001). A BRCA deficienciához kötött 

génkifejeződési ujjlenyomat független adatsoron igazolva is jobb túléléssel társult 

(p=0,009) [149]. 

A TP53 gén mutációjakor sok sejtciklushoz kötött gén kifejeződési szintje 

emelkedett meg. Ezen gének közül 17 esetben találtam olyan publikációt, amely 

kifejezetten az adott gén kifejeződési szintjének elemzésével foglalkozott emlőtumoros 

adatokon. A gének magas kifejeződési szintje általában rossz prognózissal társult az 

összes emlőtumoros betegen külön, illetve kombináltan is (top 10 gén esetén: HR=2,43, 

p<E-16). Érdekes megfigyelés, hogy a kombinált mintázatuk hasonló jellegű volt, amikor 

a vad TP53 génre szűkítettem a betegeket (HR=2,36, p=1,8E-3), viszont megfordult a 

TP53 génmutációval rendelkező betegcsoportban (HR=0,52, p=3,7E-2). 

Az elemzőrendszer hátránya, hogy kapcsolatot feltételez mutációk és 

génkifejeződés változás között. Bár sok esetben a feltételezés helyes, vannak példák, ahol 

bizonyos vezető génekben lévő mutációk nincsenek hatással a génkifejeződés szintjére, 

vagy az emelkedett gén kifejeződése nem növekeli a fehérje mennyiségét.    
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7. Következtetések 

Az utóbbi években több vizsgálat bemutatta, hogy magas a tumorok inter- és intra-

tumor heterogenitása. Ez a genetikai diverzitás befolyásolja a klinikai szekvenálások 

eredményét, valamint nehezíti a prognosztikus és prediktív biomarkerek azonosítását. 

Az eredményeim alapján levonható következtetések: 

1. Újgenerációs szekvenálás felhasználásával követhető a mozgásból származó 

sejtösszetétel változás in vitro inváziós kísérletekben. Ismert összetételű 

sejtvonalak szekvenálása esetén pontosabban lehetett megállapítani az arányokat 

azon esetekben, amikor egy sejtvonal van túlsúlyban.  

 

2. Mind az inváziós, mind a kalibrációs kísérletek során számított mutáció 

frekvenciák magas szórással rendelkeztek a biológiai ismétlések, valamint a 

technikai ismétlések között. A magas szórások jelentősen befolyásolhatják az 

elemzésekből levont következtetéseket, valamint további elemzéseket. Az in 

silico modellezésekből látható, hogy a szórás lényegesen csökken magas 

lefedettség esetén, így a klinikai diagnosztikai méréseket célszerű lehet magas 

lefedettségű szekvenálással végezni. 

 

3. A nagyobb tumor részt lefedő szekvenálás nem befolyásolja a mutációk 

detektálását. Ez alól kivételek a hipermutáló tumorok, ahol kisebb tumor 

mintákban több szub-klonális mutáció azonosítható. Eredményeink azt tükrözik, 

hogy a jelenlegi klinikai diagnosztikai szekvenálások mintavételi protokolljai 

valószínűleg megbízható eredményt adnak, különösen, ha a szekvenálás mélysége 

elég nagy. 

 

4. A szomatikus mutációk hatására gyakran nem csak egy fehérje, hanem az általa 

szabályozott jelátviteli útvonal, valamint a sejtben lévő RNS szintek is 

megváltoznak. A Genotype-2-Outcome elemzőrendszer felhasználásával 

bemutattam, hogy onkogén vagy tumorszupresszor gén mutációjához kötött 

génkifejeződés változások prognosztikusak a betegek túlélésére. A 

génkifejeződési változásokkal végzett túlélés elemzés sok esetben szignifikánsan 

jobb eredményt produkált az adott gén mutációja, vagy kifejeződési szintje 

alapján elvégezett elemzéshez képest. Ezért ez a módszer új biomarker 
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azonosítására jó kiegészítést nyújthat a csak génmutáció vagy génkifejeződést 

vizsgáló rendszerek mellett. 

 

5. A TP53 génmutációval rendelkező emlőtumoros betegekben több olyan gén 

kifejeződési szintje emelkedik meg, melyek a sejtosztódást szabályozzák. Ezen 

génekről több vizsgálat (tanulmány) bemutatta, hogy a magas kifejeződés rossz 

prognózissal jár. Vizsgálataim viszont azt valószínűsítik, hogy ezen gének magas 

kifejeződése a TP53 gén vad típusú betegekben rossz prognózissal, viszont a TP53 

gén mutáns betegekben jobb a prognózissal jár. A megfigyelésekből 

következtethetünk arra, hogy ezen gének kifejeződése és a betegek prognózisának 

kapcsolata inkább indirekt módon tükrözi a TP53 gén mutációjának állapotát.       
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8. Összefoglalás 

A tumorok genetikai heterogenitását több tényező befolyásolja, mint a növekedés 

során felhalmozott genetikai változások, a sejtek térbeli elhelyezkedése a tumorban, 

valamint a környezettel való interakció. Diagnosztikai szekvenálások során gyakran a 

tumor egy kis részletéből izolálnak DNS-t, melyből történik a szomatikus 

mutációk/változások meghatározása. 

Munkám célja volt megvizsgálni, hogy újgenerációs szekvenálással milyen 

mértékben követhető a sejtvonalak mozgása in vitro invázió kísérletekben. Az A375 

és az SK-MEL-28 sejtvonalak invázió mértéke lényegesen eltért egymástól (p=0,011). 

A sejtvonalak kalibrációs szekvenálása során láttuk, hogy egy sejten belül lévő 

homozigóta vagy heterozigóta mutációk frekvenciájának a szórása lényegesen 

nagyobb volt (8%-17% intervallum), mint a mutáció párok technikai ismétlései között 

(1,6%-5,6%). Az in silico modellezésekben látható, hogy a mutációk frekvenciájának 

a szórása csökkent magasabb szekvenálási lefedettségeknél. Az eredmények alapján 

kívánatosabb magasabb lefedettséggel végezni a szekvenálást a pontosabb eredmény 

érdekében.  

További célom volt meghatározni a szekvenált tumor minta méret és detektálható 

mutációk közötti összefüggést. Az eredményekben látható volt, hogy a méret 

növelésével lényegesen nem változott az azonosított mutációk mennyisége. Erre 

kivétel a hipermutációs fenotípussal rendelkező tumor volt, ahol kisebb tumor részlet 

szekvenálása során lényegesen több mutáció volt detektálható.  

További célom volt egy olyan online elérhető rendszer készítése, amely egy gén 

mutációjához asszociált génkifejeződési mintázat alapján végez túlélés elemzést.  

Eredményeimből látható, hogy az emlőtumorokban leggyakrabban mutálódó gének 

kifejeződési ujjlenyomata erősen összefüggött a túléléssel (PIK3CA: p=1,1E-06, 

HR=1,6; TP53: p<E-16, HR=0,55; GATA3: p<E-16, HR=1,6; MAP3K1: p<E-16, 

HR=1,6; CDH1: 3,9E-9, HR=1,4).  

A TP53 génmutációjakor sok sejtciklust valamint DNS osztódást szabályozó gén 

kifejeződési szintje emelkedett meg. Ezen gének kifejeződési szintjük általában már 

önmagukban is prognosztikusak voltak, együttesen viszont lényegesen erősebb volt a 

hatásuk (HR=2,43, p<E-16).  
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9. Summary 

Genetic heterogeneity of a tumor is affected by multiple factors, such as 

accumulated genetic alterations, spatial position of cells in the tumor, and interactions 

with the environment. This genetic diversity may affect clinical sequencing projects, 

where sequencing is usually performed using DNA extracted from a small section of 

the tumor. 

The aim of my research was to examine the effects of cellular motility on next-

generation sequencing using in vitro invasion assay experiments. Invasion of the A375 

and the SK-MEL-28 cell lines differed significantly (p=0,011) in the experiments. By 

performing calibration sequencing, we observed that standard deviations of 

homozygous and heterozygous mutation frequencies were higher in biological 

replicates (8%-17%) compared to the technical replicates (1,6%-5,6%). Our in silico 

models have shown that increasing sequencing coverage decreased deviation of 

mutation frequencies. Based on these results, sequencing with high coverages can 

generate more reliable results. 

 In this work we used next generation sequencing to examin how isolated tumor 

sample size affects detectable genetic mutations. We found that increasing the size of 

the sequenced tumor size does not strongly affect detected mutations, with the 

exception of hypermutating tumors, where the number of identifiable genetic 

alterations decreased as sample size increased.  

We developed an online tool (Genotype-2-Outcme) which is able to identify gene 

expression changes associated to a genetic alteration and perform survival analysis 

using the altered genes on an independent dataset in breast cancer patients. In our 

results we can see that gene expression alteration associated with the most commonly 

mutated genes in breast cancer is strongly associated with patient survival (PIK3CA:  

p=1,1E-06, HR=1,6; TP53: p<E-16, HR=0,55; GATA3: p<E-16, HR=1,6; MAP3K1: 

p<E-16, HR=1,6; CDH1: 3,9E-9, HR=1,4). 

Utilizing the Genotype-2-Outcome tool we found that expression of genes 

associated to cell cycle and DNA replication is elevated in breast cancer patients 

harboring mutations in the TP53 tumor suppressor gene. Expression of the identified 

genes are individually prognostic on the survival of patients, while their combination 

produced substantially better results (HR=2,43, p<E-16).  
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